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INTRODUCCION

MAIZ
El maiz es una planta de origen americano y dc lmponancm fundamenml en cl naclmlcnto
de las antiguas culturas de Amcrlca, ya que constituyd el ahmemo basico y qul?zi uno de los

primeros en ser cultivados (se calcula que en México se cultivaba yn alrededoxﬂ del ano 300

a.c.). En la actualidad ocupa el tercer lugar en importancia entre los ccrcénles‘ qué se

consumen en el mundo ¥ en la poblacién de México sigue mantemendo un lugar prefereme.

El mnlz cuyo nombre cientifico es Zea mays, es una planta herbacea, monocotlledénen y

anual de la familia de las gramineas [Raven er af, 1992].

Pareass s ce'ims

~ Cecuten
n-umm. o

iy
Soas pmanias
T~ Racteuta o ratz
ruc-mentana

GERMEN ENDOSPERNO  PERICARPY)

Figura




GERMINACION DE »LAS‘ SEMILLAS DE MAiz -

La gcrminacién de 1 scmlllas comx nza con la captacxon dt. a[,u.x (lmblblcnén) y tcrmma

'xendo dos celulas hl_|as.




continuamente; pcero sélo dcspu;s dg, un pcnodo de rcpoSo" que sc¢ conoce como fase G1,

en el cual también se da la smtcsns dc RNA y de muchas proteinas, pero no dt.l DNA El

hecho de que; una ct.lula pase de la mnos:s y entre a la fasc Gl no sng,nlﬂca que. ln cclula va

a scl,ulr leldlendosc eroﬂtampoco uciva dc_]ar dc haccrlo. La célula puedc éntrar'en .}

REPLICVACION‘PE>L’DNA EN EUCARIOTES

En una célula t.ucanotlca ‘en prohferlcxén. la duplicacién de su matcrlal geneuco ocurre

durante cada fasc S dcl cu:]o cc,lular y ésta debe darse con mucha precnsnén y f‘dehdad solo

una vez por cada ci lo cclulnr. Ademas, Ia repllcacnon dd DNA en una celula dcbe estar

H] n.phcdmén con'la progresxon del c:c]o celular

w




c\lcnsi\;os es!

conuencn Ia maqumuna comple

de repllcacnén del DNA del virus 40 d si xo (SV4O n) [Lly Kel/y 1984. Lly Kel/y 1985] En

la tabla 1 se deﬁnen algunas de las protcinn. quc parncnpan en la rcphcaclén del DNA,

Proteina Funciones
RPA Proteina de union al DNA dc cadena sencilla;
estimula a las DNA polimerasas: facilita el
pasici i de la heli
PCNA Estimula a las DNA polimerasas, factor de
procesividad.
RFC Posicionador de PCNA en ¢l extremo 3° del molde-

cebador; estimula las DNA polimerasas.
Sintetiza el cebador de RNA-DNA.

Pol o/ primasa

Pol &/ " DNA polimerasa (clongacion del DNA)
exonucleasa 3°- 5°.
FEN1 Nucleasa que remucve el cebador de RNAL
RNasa I11 Nucleasa que remucve el cebador de RNA.
DNA Tligasa | Ligacion del DNA.
DNA helicasa Proteina que se¢para la doble cadena de DNA

permiticndo la accién de las demiis proteinas.

Tabla 1. Funcion de nlgunas de las proteinas que participan en la horquilla de replicacion del DNA.
{Waga y» Stillman 1998]

Todas estas proteinas son importantes para que la replicacion del DNA in vivo se lleve a

cabo.




PROTEINA DE REPLICACION A (RPA)

La proteina. de z‘—c'bli'c‘aélon':/\ (’RP»A' éntcs ponada como RFA o HSSB) es una prolcma

que sc ‘unc..al

crear la hoxquulla dc rcphcacmn s RI"C Ia cudl cs un complejo dc s subumdadcs y. se

1991, Tsurimoro N Stiltman 1990 Lee et al. 1991 r ien v Slll/man ¥ 99.’_ I’udurl eral. 1 99.’. Burguers 1991,

Lew v Hurwirz 1990]. la cual funciona duramc la sintesis tanto de la cadena continua como de

5




la discontinua en la horquxlla de rcphcaclén La funcién de montaje del anillo hecha por

RFC puede ser uno de los cvenlcm clave enel metabohsmo del DNA.

DNA POLIMERASAS 4. hir - x

familia A. Las polimeras:

Kelly 1989, Txsurimoto y Stillman /991 Il’agu ySIlI/lnan 1994] EI complejo pol a/ pnmasa no es



capaz de llcvur a cabo la smlcsm procesiva del DNA'y se disocia’ del . molde de DNA tras

haber smlclmado el cebador [Alurakaml v Hurwitz 1993]

'ensa quc esta involucrada en

1a regulacion del cnclo celular.

)




DNA polimerasa & (pol &
Esta es también una polimerasa que estd involucrada en el control detl ciclo celular y que

puedc tener alguna ﬁmcién en la horquilla de replicacién del DNA para asegurar la correcta

sintesis del DNA qulm por un mccamsmo dc reparacién post-replicativo u otro mecanismo
[Navas el al. 1995 Navas et al ly96] Tnmblun es posnble que esta pohmcrasa parum e enla

replicacién’ de‘los- omosomas com(: una. ‘enzima cspcclalxzada pam la’ mnclactén de la

1998]. De esta manera se dcscubneron dlversos faclorns dc la rcphcacxon. LI pnmer faclor

que fue ldcnuhcado cne un peso molecul.lr de 29 KDayes rcqucrldo para In reaccion de

clongacién del DNA [I’rLIIch et al 1987]3 subsecuentemente se xdcml icéa PCNA como una
proteina reguladora del ciclo celular. Esta protcma también fue llamada ciclina debido a su

periddica aparicion en la fase S [Bravo y Celis 1980). pero desde que PCNA se identificéd y




largo de la’ doble hélice

funcional.

Estructura de PCNA .

HI) v ala proteina dcl Egn 45° del fngo T4. El nombre dc abramdcra deshzamc{,v::nc de’un

71996] después de posncxonarse. La cnslalo&,mf'a de PCNAs de Icvadura y humano rcvelo

que ¢s una estructura de homolrfmerns [Krlslma er al. 1994. Gu/bls er al. ~I996]. Dado que las

sccuencias p(.plldlcas tanto de PCNA, la subunidad B y. la protema de ; gcnl 45 son

diferentes, se sug,xcrc que las estructuras tndlmcnsmnales pudlcron haber sndo adquurldas ’




independientemente * durante - 1a “evolucién, por presién selectiva, para lograr la misma
funcién cn la replicacién del DNA en varios organismos. La caracteristica comin dc los
anillos deslizantes del DNA es que tienen seis estructuras de dominio repetidas formando

anillos héxagonales.

Sub-unidad beta PCNA

Figura 2, Comparacién de los anillos deslizantes de)l DNA de £ coli (subunidad [J) y cucariotes (PCNA de levadura).
Configurnciones del dimero y trimero de la subunidad 3 ¥ PCNA, respectivamente. Estructura en 3D, Los mondameros se
distinguen por los wnos. [ Zsurimoro 1998]

. onal de PCNA vista de lado (arriba) y de frente (abajo). L i ion de los
funcionafes: ef dominio central (Asp*-11is™), sc encucntra de color verde: en café el ini del i ini
(Leu'3'-Glu' ) y en rosa el Asp” y Ia cola de) C-terminal (Lys¥*-Gtu®™). La region en verde interaceiona con la DNA
el 3y RFC. La region caté y rosa interacciona con pol 8 y RFC, respectivamente, [7'.nlrima!o 199«5']
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Factor de procesividad para la kol:‘i

En una p]ahlilla“s'iniéxic:‘\ de DNA. por cjemplo sobre un polidA/ oligodT. pol 8 incorpora

solo um\s cudnlas dccenas de’ nuclcolldos a parur de los cecbadores, pero la prescncm dc .

PCNA mcrcmcm la procesw:dad de pol 5 a mas dc 1000 nucledtidos. |:<10 si m(‘ca qm. Ia'

errores durante su replicacién’y: daﬁos con el transcurso ‘de los proccsos melabohcos. Las




formas mas comunes en que cl DNA puede ser daﬁado son. delecnén de bases, allcramén de

Los daﬁos dcl DNA puedcn sc.r»

bases. msucnén de bascs. adlcnon dc bases mcorrcclas el

oS reparncxén por sctstén dc nucleéudos, rcpamc n

corregidos: por dlfcrcnles mecanism

por escision de bases, reparacién por mal apareamiento y otros mecanismos. En todos esto.ﬁ -
N - i e -

mecanismos se: ha observado que'PCNA‘e

sido prcvtamcnle daﬂado utilizando’ luz. UV, se ha observado ‘que al utiliza anucucmds

unque» Ias

dmgldos contra’ PCNAexiste inmunodeteccionien’ los sitios de- reparac:én. al

células no se’‘encuentren en‘la fase S. Esto suglcrc que PCNA c¢s una proteina quc nclun

1980, DiFr



DNA HELICASAS®

Las DNA hc.hcasas son cnzimas que promucvcn Ia proccsxva desumon del DNA de doblc

cadena, lal‘como ocurre en:l ,horqmlla de rcpllcac:én para ‘rear, los moldes pnra las

interaccionan estas prqteiné Cpara llevar a cab ‘1a dupli aéién del DNA




MECANISMO DE SifNTE"SvlS DEL DNA EN UNA HORQUILLA

DE REPLICACION -

ENSAMBLAJE DEL PRIMOSOMA . . '

INTERCAMBIO DE POLIM

Estudios biag

podria dar ¢l nombre de mlercnmblo de pnllmerasas Los mecanismos’ de iniciacién de la




sintesis de la cadena conlfnua-'y la»iniciacién’dc cada fragmento de " Okazakison’

aparemcmenle muy S|mllarcs. un ccbador de RNA-DNA cs producido por el complcjo pol

a/ pnmasa y el extrcmo 3 del um.mdor de DNA es reconocndo por RFC 'y I’CNA

DNA. Para la sfnlcs

sintesis de DNA de ambas cndenas en la horqunlla de repll aclén del DNA dc las celulas ’

cucaridticas.




En la madul}uéién‘ dé_los fmgmcniosﬂ Okazaki,.los frégmenlqs sintetizados en’el molde de

nverti o : : 3 alentemente unidos.

5 : proteinas
ueden estar
regulados coor

[Waga v Stitlman1998].

CADENA CONTINUA =

[BSTE1=T complejo
. ——— -
Direccion de la sintesis de DNA

[
3.

CADENA RETRASAD,

Figura 4. Modelo de una horquilla de replicacion eucaridtica con sitios de maltiples DNA polimerasas,
situadas en la estructura hipotética de acuerdo a las explicaciones en el texto [Tsurimoros 1998].
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ANTECEDENTES:

Anteriormente se ha estudiado el efecto in wlra dc l’CNA sobrc la DNA pollmerasa 6 en




s¢ usoé para obtener unucuv..rpos con los cuales se ha lo;,rado dctcrmmar la, ontogcma de -

PCNA durante la cmbrlogcncsns y la ;,crmmacnén del maiz. I’CNA sc encucntra prcscmc

1997]: sin embargo, han’optimizado las cbndiciones a las uales PCNAr estimula a Ia

DNA pol 1 de ma Por:otro:lado,: PCNATr.en las- mismas" concentraciones in bm Ia
< ’4

actividad de la DNA ol 2. Estos ensayos se reallmron utilizando DNA activado y moldes .

de poli (dA)-ohgo (dT,z &)




HIPOTESIS:

El PCNA recombinante de maiz estimulari la actividad tanto de la DNA polimerasa 8 de

levadura (Succharomyces cerevisiae), como de la DNA polimerasa | de maiz, demostrando

asi que la polimerasa de maiz cs de tipo 8.
OBJETIVOS:

OBIETIVO GENERAL:

< Estudiar el efecto del PCNA recombinante de maiz sobre la actividad de la DNA

pol 8 de maiz.

OBIETIVO PARTICULAR'
«* Sobre- cxprv..sar y punfcura I’(‘NAr dc mznfz.

% Generar antlcucrpos dlngldos contra PCNAr dc mmz

< Determinar la composnclén (monémero dlmcro, lrxmero o mullimero) de PCNAr dc

maiz mcdlanh. crommogrnt’a de e*(clusnén molecular y/o con gcles nativo

o< Delcrmmar Ll efecto dc PCNAr dc maiz sobre la ncuvndad de'la DNA pol 57 de -

levadura (Saccharomyce.s ceruvl.slaz.), enzima ! uullzada

polimerasa tlpo 5

tipo 8 dec maiz




MATERIALES Y METODOS

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA | EN CONDICIONES

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE)

Para preparar el gel separadcr se mczclan 398 ‘m
bisacrilamida 30.08. SrmL [ "
de amomo IO% (
volunen hnal de lO m

Mientras- ‘tanto, ‘se

1 i “(0. L de

bisacrilamida 30:‘08,'.

persulfato de alfnﬁriio, 10%%

completar un volumcn‘fnnl;

durantc 90 min aproxnmadamemc

Pic de pagina: La preparacion del buffer de clectrodt;s a 10X r‘cqu e« de disolver 30.2 £ de
de glicina y 100 mL de SDS 10% en 600 mL de agua, posteriormente, esta solucion scaforaa 1 L.




WESTERN BLOT

Se reallzn una elcctroforesns en Lel (SDb PAGE) con Ins muestms seleccxonadas para

ransfenrlas a una mcmbrana de Immobylon ; Pam I clcqlrolransferencxa; :

poslcrlormenl

sobre el
Whalnian: 3
al mismo
Todo egio

pH 8.3,/190 mM’

polvo 5%. ’l wcen 207a 0 5%) duranu: 1 h. Se desecha esta soluclén y se agrega el primer

anucucrpo (w..r pxc de pay,ma) mezclado con 10 mL dc la soluc' n dc bquULO d' Jandosc en

agitacion durame loda la nochc a‘4°C, o bxen a lemperalura ambmnte por ‘dos horas. Una

vez que la membrana se ha mcubado (.on el prlmer anucuerpo. se lava con el amornguador'

salino de fosfatos (PBS) 1X por 15 mln do< veces [ mtermedlo a eslos lavados se hace otro

lavado durante 15 min con PBS 1X + NaCI O 5 M La membrana se incuba con ‘el segundo

anticuerpo (anti-conejo o anti-ratéon conjugados con pcroxidasa alcalina) por una hora a
temperatura ambiente. Para evitar incspecificidad ‘del segundo anticuerpo,’ después de la

incubacidn se lava 3 veces con PBS 1x por 15 minutos.

Pie de pagina: Para preparar 500mlL de!l amortiguador salino de fosfatos (PBS) a una concentraciéon 10X se
hace 1o siguiente: se pesan 40g de NaCl, g de KCl, 13.6g de Na:HPO~7H;0, 1.4g de NaH,PQO,-H,O, a esto
se le agrega agua desionizada hasta un volumen aproximado de 400mL., se ajusta ¢l pH a 7.4 y se afora con
agua desionizada hasta el volumen final; finalmente la solucién sc¢ esteriliza. La mectodologia antes
mencionada se realizé en las mismas condiciones tanto para el anticuerpo a-PCNA (1:3000) como para el

anticuerpo a-Histidinas (1:2500).

21




La identificacién dc las proteinas sc realiza con el sistema de quimioluminisccncia ECL

Amersham, se expone 1a pclfcula d; rayos X por 3 min sobre la mumbr'ma, finalmente se

sumn.r;c la pehc Ia e
las ln;lrucclones del

pelucula sobre la men

TINCION DE LAS PR

cromosoma de BL21 [Araniatis 1959]. Se toma una colonia aislada y se'inocula en medio LB

N
N




m p 25 rmn'

desnaturalizan todas

y se colecta ¢l sobrenadante; sc cqunllbra Ia columnd de n|quel ‘con 2 'mL del buﬂ“er Al

N
w




flujo de 2 mL/mm' hccho csto, se hacc pasar la mucstra prolcnca al mlsmo ﬂuJD, colcctando .

la frucm 6n no absorblda.

concentraciones de 0.2 mg dc protem.n recombinante aprommadameme. se hace una sangria

24




de pruv.ba. se obllem. el suero y se hacc un Wcsu.m Blot con muestr’xs de PCNA positivas y

negativas, probando cl suero prc nmune v el sucro mmum. a una conccntracxon 1:3000

para ver si'se ha ;,cncrado el anucuerpo ant PCNA c maiz; es decxr. si se rcconoce ono'a

la protein

INMUNOPURIFIC/

Se prcbalfaf 'pr‘ole'fnns con-‘un peine que (engn un pocil‘l‘o:bcénlml

continuo de 6- Ilos pcqueﬁos a'los lados para los marcadores de pc.so

se congele a -20°C.

25




PURIFICACION DE PCNAr DE MAJZ .

Prc.pardcmn de ld rcsma de N N’l Al e ln rcsm comxcnc niquc] el cual es un, cauon que .

26




ELECTROFORESIS EN GEL DE }POLIACRILAMIDA_ EN.CONDICIONES NATIVAS

O NO DESNATURALIZANTES "~ 7

pamr} adxcgonundo
arcado-rcs‘fdév PM para

ntonces: el.voltaje sc

incrementa a 150 voltios por 2 horas mas aprbxtquamenlc.

Pie de pagina: La pn.paracuén del buﬁ‘cr de elcclrodos a 10X rv.,qulcre dc dtsolver 30. 2 gde Tns-base v 188 s
de glicina en 600 mL de agua, puslenormeme esta solucnén se afora’a’l L .




DETERMINANCION: DE' LA COMI’OSIC[ON DE l’CNAr DE MAIL MEDIANTL LA

CROMATOGRAFIA DE LXCLUSION MOLECULAR EN HPLC

nismo tiempo -




I’URIFICACION DE LAS POLIMERASAS EN FPLC

La punl'cacnon lamo de la’ DNA polnnIcmn dg lcvadura como de la DNA polimerasa de

maiz se hlcnerun er orma scparnda v.n un FPLC l’harmncna LKB- Pump P-500.

dcnsida'cll‘ ;

gencrosamente ‘por

UNAM. Lis célilas
M Tris:Cl' pH=8.1}

mhlbldorcs de prolc




de benzamidina), entonces la fraceién 1 se carga a la columna dejando a reflujo por 2 horas

a un flujo de ImL/ min.

LLa proteina se eluye con un g,r.xdlcntt. Imcal dz. I\CI quc va de 0- 500 meq}e KC] en buffer

30




l’uriﬁcaci:in de la DNA paliliwrz'l.va Sde }imiz.- Se extraen 40 ejes embrionarios a mano de

semillas dc malz. (/en mays L) vanedad Chalqueﬁo con un 95% de vmbxlldad los ejes’

cabo el siguiente paso de punhcacxon‘ El c*(traclo lotal ecs car;,ado en. una columna de




DLAL-Scphacel (1. 6 [em X 15 cm) prcvxamcnle cqunlxbrada con buffcr PD (KHzPO.;

pH=7.5 40 mM LDTA l mM g,hcerul 2 % y una tablela dc in bxdorcs dc prolcasns) La"

columna cs lavada <o

absorb;xncm de .280nn

KHaPO4 en el

primer pico. 'q 1€

ImM. nucledti

glicerol 10%. B-mercaptoctanol:0.4° mM. polidA-oligodT 3.5 10 kg, P>CNA‘ a diferentes

32




conccnuamones (dcpcndlendo del cnsayo) [31 l-meul]-d'l'l‘l" [} pCl/ mL; albumma séncn

bovina 40ug/ mL y 20 pg dg. prolcma lolnl.‘

En ambo.«, casos. la mczcla dc rcaccxén se premcuba por 15 mmutos a 37 C con Ia canudndv' :

minutos a 37°C.

33




RESULTADOS

AISLAMIENTO DE PCNAr DE CUERIOS DE lNC’LUSlON Y GENERACION DE

ANTICUERPOS.

al pH mdlcado. se colcclaron fracciones de 2 mL tanlo dc

muestra ¢l inmunoreconocimicnto de la proteina recombinante uti

PCNA previamente obtenido en ¢! laboratorio.

1-Fraccion No Absorbida
2-Fraccion de lavado | pH 6.3
I 2 3 4 5 6 7 8 9 3-Fraccion de lavado 3 pH 6.3
- a 4<_PCNA 4-la. fraccién pH 4.5
5-2a. fraccion pH 4.5
6-3a. fraccion pH 4.5
7-4a. fraccion pH 4.5
8-6ta. fraccion pH 4.5
9-10°. fraccion pH 4.5

Figura 3 Western Blot, inmunoseconocimiento con ef anticuerpo a-PCNA de maiz previamente obtenido.
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En esta punfcacnén se logré separar mc_jor ala protcma de interds, ya que la mayor panc de
csta protemn se obluvo en las prlmer’ﬁ fracctoncs (ﬁ,um 5, carrllcs 4 y. 5) aunquc en las

fracciones poslcrlorcs se s:gulé obu.mcndo prolema dc mteres (l';,ura 5 carrlles 6 al 9), en:

aobtener a la proteina lota‘lmeh_le pura, ya que para inyectarla a lbs'con'e_]os,v se,pbdn’a,haccr

un gel SDS-PAGE, se cortaria la banda correspondiente ala pfolcina rccqxnblnintc yasu

vez ésta se inyectaria ‘i\ los conejos para obtener el :inticuerpol tal 'y éorr{o se menciona en la

seccion de mal«.rmles y metodos Las fracciones que se mezclaron correspondcn a todas las

elusiones (carnlcs 4-9), la que s'.. concentrd en tubos Centncon 10

Para la xlgulentc purlfcﬂcnon de’ PCNA de cucrpos deinclusién se uullzo la mlsma rgsina

que para la purll'cacmn anterior

purificacion, lampoco sg

concentraron en lUbDS Ccmn




asi gencrar los anticucrpos. *Este criterio se basé en la.lectum que’ sc rcgistré de las

fracciones ya concentradas en el cspcctrofolémelro y.se’ conSIderé que cada unidad  de

absorbancia era equlvalcmc almg dc Iu

roleinu. En ln pr:mera punf"cacxén se obtuvneron

fue de 2 mL para cada uno dc los ccm.Jos y as otrns 4 myecc:ones d;: 3 mL cadn una; se
mycctaron una vez por semana y antes de aplxcar la primera- lnyecmén se les extrajo un
poco de sangre para oblencr el suero pre-inmune y posteriormente tomarlo como referencia.
A la sexta semana de haber comenzado con las inyecciones se hizo una sangria de prucba y

los resultados obtenidos se muestran en la figura 6.

13) Concjo 2
S 67 8 20

!
E; 7% Ly areg
e
1
"
b4 %
* ¥
=
B B
. iH N
- o — = —
1) Conejo 2
2 3 4 5 6 7 8 9 10

e PONA

La0AL

cidores de
2y 7-Eniracto de Célu
3yK-Latracto de C
63910 pl. Mucestra

5y 10-20 pil. Muesten

ira 6. Generacion de anticuerpos a-PCNA de maiz en dos concjos. a partir de PCNA de cuerpos de
inclusion. A y B) Gel SDS-PAGE, tincion con azul de Coomasie; C y D) Western Blot, carriles 1-5 suero
preinmune, carriles 6-10 suero inmune.
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Los carnlcs 1y 6 co cspondcn a los I arcadores dc peso molecular y no, contlencn PCNA;

los carriles'2: 1% 7 correspondcn ‘a‘un exlrm.to de celulns sin tmnsformar, es decxr que no

conticnen el plasmldo con cl gen de l'CNA Y. por lo tanlo no_se expresa “esta prolclna. Ios

Para poder utilizar con’

como se describe en la seci:ic'm de materi




ct al. 2000]), ya quc se- obluvo una bucna seﬁal' aun ‘asi, se realizaron varios ensayos de

Western Blot con protema recomblnanlc pam obtener el mulo del antlcuerpo probando

cargadas peneneciun a extractos: protelcos de la baclcna transformada o de la proteina
purlﬁcnda. pero no. de extractos de maiz. El titulo que. se utilizé en los ensayos para
verificarlo fue también de 1:3000. En la figura 7 se muestran los resultados de la validacién

de este anticuerpo:

3 4
aHis 1:2500
apPCNA  1:3000 1-20 Mg de PCNA recombinante
I+ 20 Hg de PCNA recombinante 2- 16 hrs germinacdn de maiz
2- 16 brs germinacon de maiz 3- 20 hrs germinacén de maiz
3- 20 hrs germinacbn de maiz 4- 24 hrsgerminacon de maiz
4-24 hrs"crmmacun dc m.-z
Figura 7. vV idn det anti po i purificado.

A) inmunoreconocimiento por el anticuerpo a-PCNA de maiz. B) inmunoreconocimiento por el
anticucrpo a-Histidinas,
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En ¢l prlmcr carril dc Ia hbum A, quc conuenc protcma rccombmame se. observa un:

barrido, el cudil podna m&,ml'car lormacxén dc a[,rcgados que no se alcanmn a dls&.rq,ar

con SDS, qulai dcbldo n exceso dc protx.ina car;,adu. En I;l misma ﬁ;,ura en los carrllcs

figura 7B‘

rccombinunlc'




PURIFICACION DE PCNAr DE MAIZ,

Para curhplir con otro Vlos obJeuvos de este proyccto. se comenzo a purlf ar. PCNAr de

maiz, cl- e ha mencmnado. esla clonddo ien’’ un

recnmbmantc, pcro pracucameme cn !odos estos expenmem

volumenes de lavado y por lo tanto con muchas protcfnas ‘contaminante: ‘A ‘continuacién se

muestra uno de estos resultados.

Y 1- Fracclén No Absorblda
-“ -— Ry ¢———pPCNA  21avado "
3-Lavado.. |
4-Elusion 20 mM imidazol
5-Elusion 50 mM imidazol
 6-Elusién SO0 mM imidazol
. - 7-Elusién con EDTA 25mM
' 8-Elusién con EDTA 100mM

Figura 8. Intento dc purificacion de I'CNA soluble, se muestra ¢l Western Blot.

IEn la figura 8 se observa cémo gran parte de la proteina se encuentra en ¢l volumen de

lavado (carril 2 y 3), en los siguientes carriles se reconoce sélo una banda que corresponde

a PCNAr.
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En una segunda sobre-expresion se purificé a PCNAr de maiz utilizando resina nucva, s

decir, sin haber sido utilizada previamente. Los resultados se muestran en la figura 9.

4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
A ;;O B wea .o omam . ?—— PCNA
51.2
36.2
1-Marcadores de Peso Molecular
29 ° ~ h PCNA  2_Fraccion No Absorbida
3-Lavado

4-Elusién 20 mM imidazol
5-Elusién 50 mM imidazol
6-Elusién 100 mM imidazol
7-2%. Elusién 100 mM imidazol

Figura 9. Purificacidn de PCNA soluble, se muestra el gel (A) y la pelicula del Western Blot (B). .

mezclaron 3 fracciones de 5 mL cada una (

9B, eslos carriles corresponden a las fi

u’coirespondientepurificacion, ‘pero ‘haciendo’ mas

hacer una sobre-expresiéon mais“con.

lavados y clusiones. :”

En la purificacion siguiente,:figura 10, Ié{s resultados fucron mis vsalisfz_l‘k‘:torios‘ ya que se
pudo obtener a la proteina’en mayor cantidad, aunque todavia con proteinas contamingniés
(carriles 7-10),.esto podria deberse.a que el volumen de las muestras cargadas en este gel

fue mayor'(S_Ow;AL) ‘qu en ‘el gel de la figura 9 (20 pL). lo cual permite visualizar mas

proteinas ya que, por lo tanto. la concentracion es mayor. Con respecto a estas bandas
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correspondicnles a»provlefnas contaminamcs»del: extracto baclériano que sc encuenlmn

presentes cn las clus:oncs (carnlcs 7-10), cs!as podrian comcner en su estructum pnmarm'

conjuntos dc. hlsudmns y por ‘eso LS quc se pcgan a la’ rcsma, t.lu cndo dcspucs _|u o con la

se colectaron

absorbancia’igual ‘'a’cero a’280 'nm.. De esta purificacién se mezclaron todas’las clusiones

(carriles 0) y:se oricenlr on en lubos Ccnlricon 1 a mitad de'csla niuéslra se utilizd

nuevamente paru reallmr la dclcrmmacxén de la compos:clén de* PCNA ‘mediante la

columna de cxclu5|6n molccular' I.x olra mnad de esta’ muestra de PCNA soluble

concentrada se ullhzé pnm haccr gclcs nanvos cuyos resultados se muestran mas adelante.

1-marcadores de Peso Molecular
. 2-Fraccién No Absorbidu
. g - 3 y 4- lavados
1 2 34 5 67 8 9.10 Sy6- caon 20mM i

A mee T T s TS e 709 con S0mM
074 10-elucién con 200mM imidazol B
66.2 ™ - 2 34 5 67 8 910
45 B 1y

« w-. 4+ PCNA — — — —mampl
31 ) L=

Figura 10. Purificacién de PCNA soluble. se muestran el gel (A) y la pelicula del Western Blot (B).

A partir de esta purificacion se obscrvo que éstas eran las condiciones mas adecuadas para
la purificacién de la proteina de interés. ya que se obtenia en una buena cantidad y aunque

no sc obtenia totalmente pura, se pensaba que muy probablemente fuera funcional.
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Se hizo una punf’cnc:én mids de PCNAr en la cual la prolcfna que s¢ obtuvo no estaba.
mtalmme pura. pcro ‘de acucrdo al criterio que sc habm tomado. cra prolcmn que muy
probablcnmmc nos podna scrvnr para rcahmr los en:ayos de ucuv:dnd de l’olxmerm,a. por. lo...

que ésta se conscrvé mezclnndo todas las x.lusxones y conccmmndolas en tubos Centricon

10. buarddndolas dcspucs a —20°C. T




DETERMINACION DE LA COMPOSICI()N DE PCNAr DE MAIZ .

Se ha mencionado enla

anillo que qonSta 'dé_lrc'

los objetivos de

cuales también se podria tener una aproximacién del estado de asociacién dé la proteina

recombinante de maiz.

t-marcadores de PM para geles nulh'o§
2-mucstra PCNA soluble

669
440

232 2 e e — 167.07
140 e 1 1 0.03
67 O —

8.58

FIGURA 1 1. Gel Native, se muestra la pelicula del Western Blot.
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l.os resultados oblcnidos' fucron shlisfacldrios. ya: quc las bandas se visualizan con

facilidad, aprccmndosc clammc_nlc lo marcndorcs dc peso molecular (Fgum 11, carril 1).

Las dxﬂ.rnntes bnndas quc pucdul apr jarse en el carrll 2 dcspues de haccr los rcspccnvos

dc;,radaclon ° blcn frnbmentos de la proteina ubicados en la regién ammo termmal o sea.

que cslan hgados a la cola de hlsudmus ¥-que ‘no-sc¢ termmaron’de smteumr (productos

truncados); también en In parle superlor se observn un’ barrido del cual no eslamos seguros

de si se trata de la protdna recombmame cn Forma de agrc:,udos o 'si SImplcmemc se habia

barrido Ia muc;trn, qulm por < d prolcfna carbada‘ En ecste el lambxcn sc¢ observa

que la canudad del rnonomero ¢s 'mayor que la’del dlmero ya'su vez ésta es mayor que el

dd de las bnndas.

trimero, bnsandonos en la intensid

Uno dc los obje\ivos del proycclo era hacer la determinacion de la composiciéon de PCNAr
de maiz mediante la cromatografia de exclusién molecular, por los motivos previamente

mencionados; esta se realizé como sc describe en la seccién de materiales y métodos. LLos

resultados se muestran en la figura 12 y en la tabla 2.

- -maunEd) ® GO .

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

Figura 12. Western Blot del fruccionamicento de PCNAr de maiz por medio de la CEM,
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Fraccién PM de
PCNAr
20 954552.897
21 733668.7 14
22 563897.28
23 433411.07
24 333119.457
- 25 256035.391
26 196788.629
27 151251.608
28 116251.884
289 89351.1199
30 68675.2106
31 52783.7207
32 40569.5322
33 31181.7152
34 23966.2453
35 18420.44
Tabla 2. Peso Mol lar correspondi a cada fraccion de PCNAr de maiz puriﬁcado,corn 1a CEM.

Se aprecian tres bandas mlcnsas correspondientes a los carnles 29 31 y 35 cada una dc las

cuales corresponden, aproxmmdamcmc, al trlmcro. dlmero y monémero respecuvamentc.

cgin puede notarse ¢n la tabla 2 donle. se. rcportan os pcsos ‘moleculares c rrespondlcntcs
a las diferentes fracciones, au

proteina en cstas fracciones sc

por ¢ncima del peso molecular

sperado “para’ el trimero podrlan ser asociaciones de la

proteina recombinante. es decir, ’rnultlmcros (figura 12, carri lgs !9-27) .
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INTERACCION DE PCNAr DE MAIZ CON D&A POLIMERASAS:

PCNAr dc maiz_con, Ia® DNA

: uncuonal y quc el snslcma ‘de

spensable purlfcnr a’ la DNA

cnsayo:’se

polimerasa 8. E pcrt‘l dc clusién de la DNA pol 8 dc"

levadura désbués del primer paso de puri cacnén. al fraccxonur por DEAE—Sephacel

120000 500
L 1 450
100000 - 400
) 350
80000 300 ~@— Fracciones con
e I = ividad
E o000 250 5 —o— U
200 =
40000 | 150
20000 100
. 50
° o

R T I T o SY- N S - ]

Fraccion

Figura 13, Purificacion de la DNA polimerasa 8 de levadura con la columna DEAE...

Como se observa en la figura 13, la actividad de DNA pollmcmsa se resuelve en tres plCDS

actividad mas alta y por; csto pcnsamos quc se trataba de una enzima muy activa, como
suelen scrlo las D NA - pol 5 Aunquc poco tiempo después, nos dimos cuenta de que cl

tercer pico era el corrcspondiemc apole y quc el primer pico era ¢l que corresponde a la
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DNA pol 3, rcsulmdos que ‘se muestran mas ;adelant Asf Ins enz:mas estarfan dcfmdns

como su,uv.. de acuerdo a ‘la rcfcrcncm [Bam:r r.-: /. I988] cl prlmcr p C qor csppnde ala

resultados de este segundo paso de purlfcacnén, ahora_ si de la DNA pol & de levadura, se

muestran en la ﬁ,um 14.

18000 800
16000 1 700
= 14000 —
E 12000 600 ’g —&— Fracciones con actividad
§ 10000 500 E —e—[Sulfato de amonio]
400 3
£ soo00 s
2 300 §
£ 00 5
8 ao00 200 &,
2000 100
o] o
1 2 3 4 5
Fraccién
Figura 14. Purifi ion de la DNA poli asa 8 de levadura con la columna de Heparina.
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lLa DNA pol 3 de levadura eluye en las fracciones 2-5. dando ‘como resultado ‘una alta
actividad utilizando al DNA activado como molde. Dado que las polimerasas tipo & utilizan

eficientemente templados artificiales como el polidA- oligodT, se utilizé este lcmplndo en

los ensayos siguientes. Los resultados mostrados en Ia figura'15 'y en’la tabla 3 describen ¢l

efecto del [’CNAr de maiz sobre las DNA polimcrnsaé & y £ de levadura.

Ensayo cpm % de % de Estimulo
Actividad
DNA pol & sin PCNA 2257.8 100 ——
DNA pol 8 + 100 ng de PCNA 4071.45 162.95 62,95
DNA pol £ sin PCNA 31738.6 100 ——
DNA pol € +100 ng de PCNA 30630.5 96.5 -3.5

Tabla 3. Efecto de PCNAr de maiz sobre dos DNA polimerasas de levadura utilizando polidA- oligodT como
molde.

o pol delta

180

160 ol epsilon’
140 [ P

120

% de actividad
2
20 L

100 ng de PFCNA

Figura 15, Lﬁ_clo del PCNAr de maiz sobre dos DNA polimerasas de levadura utilizando polidA- oligodT
como molde.

Sc observa que el estimulo sobre la DNA pol 8§ de levadura es bajo, de tan sélo un 63%,

utilizando 100 ng de PCNAr de maiz por ensayo. Estos datos pucden observarse en la tabla
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3 y de manera gr.’lﬁ‘cn‘ éx

rcprcv..ntado, para las dos pol

50




pero el estimulo l'ua. dcmn;mdo pequeﬁo por :lo quc se dccldlé no’ uuhmr mas: estas

fracciones; se prefirio uullaxr a Ia protcma rccombmanlc lotal ‘es dc.cxr. la prolenm qu:. no

habia sido pun("cada por la CLM pnra lodos los ensayos siguiel tes

T
Antes de observnr el cfecto d Z S mnpuriﬁcada.',

se estudio cl efcclo sobrc laiac vndnd dc DNA pohmerasa lolal dc ‘maiz obtemda dl.. un

extracto crudo de c_]es cmbnonancs dv.. mau Lennmados por 24 horas y. utilizando los dos

moldes de DNA. Los resulludos se mueslmn ecn la tabla 4 yen lu fgura 16.

Ensayo con DNA cpm % de Yede
activado actividad
s/IPCNA 5389.71 100 R
100 ng de PCNA 24694.51 457.3 357.3
Ensayo con polidA- cpm % de % de
oligodT actividad i ]
s/IPCNA 1153.58 100 R
100 ng de PCNA 3089.4 267.8 167.8

Tabla 4. Datos del efecto de PCNAr de maiz sobre la actividad de DNA polimerasa total de maiz obtenida de
un extracto crudo de ejes embrionarios germinados por 24 horas,

0 BNA activado
. m Poli dA- Oligo dT

S/IPCNA 100 ng

% de actividad 250
200

150

100

50

Figura 16. Etecto de PCNAr de maiz sobre 1a actividad de DNA polimerasa total de maiz obtenida de un
extracto crudo de cjes embrionarios germinados por 24 horas.
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Il extracto total de los ¢jes cmbrionarios se obtuvo de.la forma en que se describe en la

resultados obtenidos. nos muestran un estimulo de

seccion de malcrmlt.s y mclodos. L»

PCNAr de maiz de 357% (tablv 4 bre: la_activida i do DNA pdlimcrasa total de maiz

)y de 168% de estimulo (tabla

figura 1 7.
7000 [l 300
6000 250
5000 2 —&— Fracciones con actividad
200 &
4000 ! 8§  —e—[Fosfato de potasio]
E @
a 150 &
“ 3000 e
100 §
2000 3
I [
1000 - 50
o] . o]
Fraccién

Figura 17. Perfil de elusion de la DNA pol 8 despuds de pasar por la columna de DEAE.
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Aqui, como en ] caso de la puriﬁcacién de 1a pol & de levadura, sc observa un pcrﬁl de

clusion muy sumlar. ya que ldn‘lblbn SC obscrvan ll’CS PICOS correspondxemes a II‘CS

polnnernsas. El prlmer pxco correspondc a una DNA pohmerasa de tipo 6 el segundo p|co;

corrcspondc ala DNA pohmcra;a @y L.l wrcer pch pertenece. a otra: DNA pohmerasa aun‘:

interaccion con PCNA.

La prlmgra condncnon qut. se probo I‘ue el pII pam asi obtener las condu:lom,s a lns cuales

a, lu~neutralldnd basz’mdonos en’

trabalabu meJor la cn?:ma. manlemendo el pH cercun

algunas condiciones dc reaccion ya reponadas [Burguer: aml Genk 1998, Adayabalam ei al. 2001,

Duong et al. 1999, Lm/ucl cral. 1993].

ensayo cpm % de actividad % de estimulo
pH 6.5 s/PCNA 4184.5 100
pH 6.5+ 100 ng de PCNA 4810.5 114.96

pH 7.2 s/PCNA 4166.87 100 ———
pH 7.2 100 ng de PCNA 7817.06 187.6 87.6
ptl 7.6 s/IPCNA 4153.7 100 ————
pH 7.6 100 ng dc PCNA 4132.93 99.5 -0.5
pH 8 s/PCNA 4166.85 00 | eeeed
pli 8 100 ng dc PCNA 4271.02 102.5 2.5

Efecto det pH sobre la actividad de la DNA polimerasa & de maiz por PCNAr, utilizando polidA-

abla S§.
oligodT como molde.
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200 .

180 .

160 ;

140 .

120
“% de actividad 100
80
60
40
20
o

pHE.S pH7.2 pH7.6 pH8

Figura 18. Efecto del pH sobre la actividad de la DNA polimerasa & de maiz por PCNAr, utilizando polidA-
oligodT como molde.

El efecto del pH sobre cl estlmulé que pudiera mostrar PCNAr de maiz con la DNA pol &

de maijz se muestra enla figura:18 de manera grafca y los vnlon,s numencos en la tabla 5;

de alrededor de 6.7 mientra ue en ‘otra cferencm ‘este valor vana hasta 7.8 [Bum.-r er a/ L
: 2 -

1988, Tsurimoto and Stillman"1990, Lox u.-l wr al.”’1993). En lo que rcspecta a.la disminucién de la -

estimulacién, ésta pudo deberse a que durante la purificacion de la enzima se’ pierden

muchos factores que son requeridos para la estimulacién por PCNA de la DNA pol 8.
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Para los quenlcs z.nsayos, cabc. menclon.\r que’ fue muy dificil manlcncr en’ buenas

condncnonc; a la en ma ya quc cslc llpo du protemas son muy mestables y pu_rdLn su

actividad con mucha fac:hdad por lo. que fuc' necesano tmbajar lodos estos ensayos con la

cnzmm,conscrvada en e lomaban lns alicuoms‘y guardandola a "0°C .

cu’mdo no s¢ requeria de clla

La s:guxemc condicion =1 txcmpo dc prelncubadc)' on ésta se prctcndxa quc

probar fm.

PCNA mterac(uam ‘con’ el molde’ dc DNA y constgo mxsmu. dando oportumdad a quc se

formara el amllo Yy se posncnonam sobre el DNA.

Ensayo (tiempo cpm K % de % de
de pre-incubado) actividad estimulo
s/IPCNA 4765.5 100 ————
15 min 6978.5 146 46
30 min 4999 104.9 4.9
60 min 5022.8 105.4 5.4
Tabla 6. Efccto del tiempo de pre-incubado sobre la estimulacion de la DNA polimerasa 8 de maiz por
PCNAr, utilizando polidA- oligodT como molde.
160
140
120
100
% de actividad * 80
60
40
20 -
o
sS/PCNA 15 min 30 min 60 min

Figura 19, Etecto del tiempo de pre-incubado sobre la estimulacion de la DNA polimerasa 8 de maiz por
PCNAr, utilizando polidA- oligod T como molde.
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En la F],ura 19 pucde aprecmrsc qut. el uempo dc prcmcubado optlmo con 100 ng de
PCNAr dc maiz corresponde al dc l5 mmutos, ya que a esle llempo el csumulo es de casi

un 50%, como s mueslra c.n

El tu..mpo de mcubado se ret‘erc al llempo quc rcquxere la poh rasa ; pnra umr los
nuch.oudoe a la cadcnn complemcntarm, que cn_este caso el. nucleéudo es’ la timidina

tritiada (*H- dTMP) pues el molde utilizado es poli dA- oligo dT.

Ensayo (tiempo cpm % de | ... Y de
de incubado) actividad i [
s/IPCNA 4235.6 100 - —————
10 min 4345.7 102.6 2.6
30 min 6200.9 146.4 46.4
60 min 6039.9 142.6 42.6

Tabla 7. Efecto del tiempo de incubado sobre la estinmulacion de la DNA polimerasa 8 de maiz por PCNAr,
utilizando polidA- oligodT como molde.

% de actividad 80

10 min 30 mn 60 min

Figura 20. Efecto del tiempo de incubado sobre la estimulacion de la DNA polimerasa 8 de maiz por PCNAr,
atilizando polidA- oligodT como molde.
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En cste l’lllimo cxberimenlo se observa que ¢l tiempo éplirho dc incubacién ¢s de 30

niinutos (hbura 20). a que a cslc ucmpo se aprecia un csumulo dn. 47% (xabla 7); se ve que

mpo de’ lO mmutos no es suficiente para quc Ia enzima se acople con PCNA duranlc la

elt

pohmcnmc:én. A'su vcz. se observa que no cs ncccsano}dc_jar mcuhando por 60 mmutos a

. : - U e - Dyt S L A .
la enzima con la mezcla de reaccion y PCNA pues con esto no se aumenta la acuwdad dc la

pohmerasa ya que como se obscrvn cn la Fgura 20 yen 1a tabla 7. el vnlor es pracucamentc

el mismo quc el valor ‘del tlcmpo de 30 mmuto e incubacién que es cons:demdo el

opnmo.




DISCUSION

Se purificé6 a PCNAr de maiz Y. aun cuando se obluvo con ‘alg unns prolcmas

contaminantes, sirvié para realizar los cnsayos dc cuv:dad Es nmponame mcncnonar que

cuando se hlcleron las’ clusxoncs con EDTA en eslc ensayo. la resma pcrdfa su color

caracteristico (color vx.rde debldo resencia dul mquel) y lal vez su cnpacndad para

retener a la prolel'nn’reconibinum csto pudo dcbersc a que cl EDTA es un ugcmc quclame

¢l cual podria estar arrnstrando al mquel de la rcsma Despucs dc varios mtcnlos “fallidos,

nos dimos cuenta de que es.import ne uuhmr rcsma nueva; lambxcn se decnd:o por no

q e este arra:slraba consxgo el niquel y provocaba quc

hacer mas elusnones con EDT

la resina no rctuv:cra Ia prou:m dc m(crcs. ndcmas se observo que es_ muy mporlamc

desnaturalizantes. -~
Por los resultados'obleni

que se obtuvo es bdslamc bugno. Las bandas que se reconocian con cl suero inmune del
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congjo 1 'y que no corrcspondlan a PCNAr se cllmmaron con’la punFcacnén dcl antlcucrpo.

como se muestra mas adclnnlc. Ln cl suero prcmmunc de Ios dos conejos (ﬁ&,ums 6C y GD

que PCNAr de maxz se cncucnlra pcsenlc en dlfcrcmes estructuras.~ las’ qu;xlcs.

recombinante tuvo un

molecular. o bien. qu

(trimero) podrian ser agrcg,ados de Ia protema, las 'cuales son diﬁciles de explicar. Una de’

las posibles e\pllcacxones a que nos lleva esta dclernunacuon es que ln cola de hmlldmab
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que PCNA llcne en el extremo. amino no lc lmpxdc el. formar cstas asocmcnones. aunquc

esta podna ser una de lns causa' por. Ias cuales cl PCNAr de maiz no cshmularn de una

forma considcmble a.las DNA pohmcmsas utlllmdas en;cste u'abajo,‘ como scAmucslm enla
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manera |nespc;n i

Los resi.lltadqs del.

pol 8. sino que mteractua co otras DNA pohmemsas [Tvurlmolo 1998] que no hemos

mencionado 'y que hasta el momcnlo no. se sabe con exuctnud cual es’ su func:én. ’
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Adlclonalmeme. ln dxsmlnuclon .del’ esumulo sobre la actlv:dnd de la DNA polimerasa &

scmlpunllcuda compnmda con lns recultados oblcmdos con el extracto protexco podria
_mai’z-es muy mcstable;’cs-dcc:r, es una enzima labil que,

algunas;de isus spbqhidadc; durante 'la purificacién y/o




A partir de este lrab.:_jo podrm proponersc pura confirmar cstas suposncxones. el clonar.
<obruz\prc<ar y purlrc'\r a RI‘C dc malz pnm haccrlo mler'lcluar con cI PCNAr dc maiz,

bajo las COndICIOl CcS qu se. c-;ludmron en cste proyccto. para ver si el ‘est mulo es’ enloncesV .
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CONCLUSIONES

<> Sc logré sobreexpresar y purificar a PCNAr de maiz,

<+ Se purificd a PCNAr de maiz de los cuerpos de inclusién’y se obtuvo un anticuerpo

observindose quc:‘ cStc .nnlicucrpb . reconoce

o

< Se ob;ervo quc.. l.l I’CNAr de ‘maiz; estimula’ en’ orma consxdemblc al Ia DNA

pohmerasn 8 en’ cxlmclos protecicos tolales de malz, ograndose obtener Ias

condiciones adecuadas para dxcho efecto las cuales son pl

incubado =15 mmulos Yy tlcmpo de mcubacnon

< Con los resultados oblcmdos logro avanzar aun m:’ls en la’ caractenmcxén de la

DNA polxlnema 1: de maxz.'ubtcxm.ndo datos para consxdo.,rarla como una DNA

polimerasa de upo 8.
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