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INTRODUCCIÓN 

MAÍZ 

El maíz es una planta de origen americano y de importancia fundan1entaJ en el na~imicnto 

de las antiguas culturas de América .. ya que constituyó el alimento básic~ y _qui.~ u.~~- de los 

prirneros en ser cultiyados (se calcula que en J\,féxico se culti'.'r'aba y~ alre~.edor. del a~o 300 

a.c.). En Ja actualidad ocupa el tercer lugar en importancia entre los cercllles c:jue se 
,', • :,e• 

consu~en en el mu~do Y. en la población de México sigue 1nanteniend~ 1::1r:1~-iug~~ preÍ-erei:ite. 

El n1aiz. cuyo nombre científico es Zea 111ays .. es una planta herbácea .. mon_ocotiledónen y 

anual de la familia de ]as grmníneas f Raven et ul. 1992]. 

·-~ ==----· C4olul.a• t.,bul••• 
- Cutllarm le'"•,_ 

<••Q) c.- de ..... '°"9 
(~ el.et 9ndlcl .. pe<l"'G. 

~EC~7~ª"° 
'-..e~mo"*..._ 

cei ....... ~ * or*'UIOll o. 9mtd6r'I 
................ 1rlJ'~tC.11 

''·· Pw- ci• coa•...._ 
r _____ ... ~~= º 

~ .......... ,. 
--- hoju p11rna•&a$ 

-~;;;:::a~ .. r3!z 

Figurn 1. E:-.4uc111;1 dL" la ~c1nilla y cmhriún lk 1naíz. 
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GERMINACIÓN DE LAS SEMILLAS DE MAÍZ 

La germinación d_e las.sC~~~.11~ ~?~i':.~za .. ~º~. ~3: cai:-.~ación de ag~a.(imbibición) y te_rmina 

con el iniCio dc-'la -elong~~¡ó¡l' d~-1-::CJC_'._CnibriO~á·r¡O ... usual-mente :·1a _radícula.'. E.sto .. i.nc.luyc 
. , ; __ : ., '. . . ·;:}\ .- :~·;;.;¡. -;¡·~\,!.<: ~~z:: . .:A:.;~~~;;:;.;~·;~>;,:.i:,·;\~·f,:·~::) ~-~· ~:~~-::/.· ·;·~-~·-/>, :.;<(>- ·~ .;,~ :~~ ._ -: ~: .·.··,.~t~, ~: ~\-., . - . · 

muchos eventos como la hidratación de.las_ proteínas,.- cambios en la· estructura.subcelular • 
. . , .. .. . . _''.~.·-; _,{/i:\~~:~;.;t~;Alt~~;.;-;~1~;;:6~,i~:t:(~}~:it~if-~ú:~·: ., .. {~ :>-->::~1~i·.:¡_ .:.:~~,-::;,_J-~Y·:-'..~'):,~ ·· ~-;·-.:.~~.---.!~ .. : .- : 

respiración,·_ síntesis 'de· mnc'roril.oléculnS~ ~'Y/,e_longnción :.!=clular,_.,· riinguñ<?.,,de los 'cuáles es 
" · , . ~·· ,- :.:. · ~· :.;,-,.~~:~ '/ '.¿):;:~ ~-,':~D;t;~:~.t'..;t~~if¿;~7t-~·;1~~(l~h}~~~:~~{~:);f;~1~~1;·~:~\· :~·~,:.~:h ·,-~,;/~;:;:~<¿; ::. ~I··<:,:: ->; .;-. .. ; · 

único para - tii· genninm:ión;·~PerO;¡·sus·~~efCCtos·;·combinados··· tran'Sfoñnan :~·n·· un .'embñón 
'· .... -,, -~~~-.-'.,l- ·;,;~;of~~\·J ,,~~c~.:~t~:;:l~~JJ!~~~~Ttt;;~:{r~01:.~·-:2 .. x.:.~~~;;-._./-~X'.~L;;~:-.;.'.;~\{_;_-:y~:,::~: .. .-_;;.~:ú:-::~;- -~: .. :.-: <~-~: . , 

deshidratado ·con.·· apenas: un· mCtabolisrilO _~dete.étable-~Cn :'üóo·:-que.: tiCríe\'Uñ'.metabolismo 

vigoroso y q~e ~~:.~~-¡~~:~~~~~ ~,~~~-;~~t~~~i~1~~t~f~~f Í~{~~j~;~:Í~~~~·:¿;~;~~#~~~.~~i:~ ;.~¿~~¡~ ~:-~~dicula 
. : -: · · ;; -.. ,~_.<~-:-:.;· ,:: .. :7~-z~~;',:::.:i·~~.c·)~~·?ij),f;J?~.~;~¡~;~~~);f:~~i¡,y,,~:;,i-:fi.:"~,¡;;'.~";;;~-\~:~~~'.. ~~~·JfJ~7·,:~:'.~~;· ·.-~\:;j:_-;- ::';,~';:: ' . .",_:,.¿;_--_ .. ,·:~; .. -~ · 

dentro de la Semilla oéurre inicialrrie'nte por Ill-clongaCiófi Celular y-1a'·subseCuente aparición 
, '..' .; ~,,_~ -'."·: .: ¿:~º;f~:-;~/j:~~~!:-:.:~fa?t{~-.~~t.~~~YT~·~"i~f ~:~;i:~~ .. ;~~~ .. ·~~-f;tr:;·~;)/:_ .. ,;;:~::-~·:·; ,.¿ :,,::~;~ t:~;i .. , .. ·,:~··.-: .. ~'. 

a través de la semilla:'_dc_:un.:{capa"',Que:p-uede".o_'né> 1 ser~acompailada Por división· éCJular~ 
"· , :'. ... -:X:~::~ :·;:;~t.; _~-<l~\;;:~_·: '.: '..{:;¿::·<~'.~-~·~:_:·· ~.~2,:;:~::r-~: :~-· ,·::~ :;~:~_- :;::. ·,. -':--~:'::-~,~-- ··:.: ".:. :.:. -~/'. .,'<·,::,; ·'· · ·. 

Durante .la gei-mina~:i_?~. ~-c·u~~-1~ :.~-1,~~-~~ .. ~- e.~e,~.~~-s·~-.e~-t~~. ~O-~ '~-u~~-es· e~-tá el -~-r~cin1iento de las 

células Y por lo l~~:i,~~i:~f~i~~l~~:~¡"1~:&it2~i~1~:~~~~f:~~.1~f~%~tl~irsC, yasi pueda 
forn1ur parte de IOs. tCjidoS'.CJu'é.~CODStiUYCn-uO¡f.plaiitá"ñladui-a;··~deb6n~_-ocurrir una serie de 

:::::.::::if ~i~itltl~~;;:::~~~f=· ''.'"'~").º' 
DNA es replicado:~ 'para -producir:. copias': iguales,, para'. dós' :"c:étula's'i hijas. : Como. en otras 

::.:, ,'.:::·,:_'.->- :~~:~-:);~::4~:.·J_:·;~~~;·::::;f~ ·, .· · · .' :~~-~ .. ";>:_:_,,:.~;:j-.:_::;~~:,~[~.,;~,~~.kZ~~-~~E:~~~},,''· ::. ·\ -.-_; __ ·. · __ , --. 
scn1illas. en el n1aíz se ha visto que la síntesis del. DNA' ocilrre'_eñ'diferentes tejidos· de la 

-.. ".--., _/ '::"'·_ _->:·~:·.:,:· ·:;·\::::·~--=-:,.~·.::;(:::-~~:,.~~Ei{'M~~:~~:~~;'J~~ :<;\;, .. --.:-:-· . .-:·· --,·.:-
scrnilln germinad~- [BC:wt~y "-" º·~~é~: ~-~85]. En: 1a:-f~C·'.~q~::.s:~--.·~-~n.~_C_tI~~-.: núe_v~-~-.- ~:~~-eí~a~ ~.~e 

:r~:~,:::~~~:º~:1~~::::i:~d:~i:~:~~º~:~d:~::~~Jtir,:~fül~r~~~i~~f:2'.:~rri:1~¡I~:: · 
juego de cromoso~~ Cs rodeado por la formáci·~~-~~--:t~~~'~j~~: ~~~~~~"i~~i:Ü.:~y~ p~co 

-:~;---'· :::. ~,·<: ~"->;.-,:.-,.,,;_·':~ 

después la célula ~e· diyide .. ,ª la mitad. pro_~L:J~iencio dos· cé1~1áS ·1í¡j~s. Éi-t1~j~dOs en ·d~ride se 
' •' ", .--. - - .. . .,. ~ . . 

cstú desarrollando un en2brión o en tejidos proliferantes. cada célula hija se divide 
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continuai11entc. pero sólo después de un· periodo de ••rcpoSoº que se conoce como frise G 1.-

en el cual tan1bién se da Ja síntesis de RNA' y de ·muchas proteínas. pero no del DNA. EJ 

hecho de que una.célu.la pase de la nÍiÍosis Y entre a la fase G J no significa que Ja célula va 

a seguir ~i~id~~n~~-~c7,·~~~~~·;.t~~po,~iitj~~~:."~~~:~·. cÍ-~jar de)1accrlo. La célul~ puede ~.Í~~-r:en· ._ 

una fase quics'cc.Ítc.-cOnO~·¡~¿i~~~O:-~~>~ lri cÜát puede durar unas pocas horas~·días o·t~1 _\;ez ... 
. ._ ~ '·;: ; ~.\.:: .. '.·-~~:::·· '-<:: .. '··:·.-¡, -- ... ·.,. ~ - .·. _{'': .. 

el ticmpo:de.vida_·.d.;:J~' Céi~la~_cüii~'do ~na célula se encuentra en la fase aO y se·d~~Pi~rtan .'. 
- -. >.'.;·.~;::·;'..··:~,'·-~ .. . .- .. ,~!.:·,-.,, - - :--- ~:·: .... _-.-·~--'·; . 

los n1ccnnisn1os prolirerati~'os; éstii ·~ñtra nuevan1ente al ciclo celular desde la faSe _G 1 ~·_Uno; 

de los p~riod·~.s- cíl~~ .. ~~--·,~¡::ci~lo-:~e;ular'~s la fase s. pues en esta fas~ se. lleva -a d~bo·-.-,·~. 
replicación del D-ÑA.';-10 cual es fundamental para Ja multiplicación celul.ar. 

REPUCACIÓN DELDNA EN EUCARIOTES 

En una célula eucarióti_~~- ·e-n prolÍferución .. Ja duplicación de su materi_al genético ocurre 

durante cada fase S 'd~1 ,éÍct"a c~lular y ésta debe darse con mucha precisión y fidelidad sólo 
, . : .. .-:-. ,_:_;. ·,·· .. _. 

una vez por cada ciélo._Celulnr. Además. Ja replicación deJ DNA en una ·célula debe estar 

coordinada con ·otr~s ~ro6csos del.ciclo celular tales- co;.lo la ~~lOS"it':-'J~--~ilo:Ci~i~-dsi's y ~con. 
. ··, . .. . . ,._· :. 

la replicación del DNA' de_ las células que se encueniran a 'su nlreded~r rD'W1c):.J~96.-Stil/man 

/99t5]. Una vez conÍ.~~~c:f_a-la r~J,Jic~dón del DNA~~ el aparato de. re¡Jlicación ~op~a _cada 

n:plicón en un,.pr~~~~~~-~f~am.c_nte'eficÍcnt~; )a ~pli~-ació~ del DNA·en células cucarióticas 
. ---·---- ,·-" -· 

debe darse aÍ 1ni'5·;,.¡·~-\f'~~p~.:~~l que ocurren otros procesos como la reparación del DN~ y 
• . --- .~- _ _,, .. _ ':' , --- :, .... ~ -- .- . ··--·< 

.su arreglo .;_;;¡ cr~n;ci·1-¡~;:-__ Las proteínas--ae-::.1-;7h~r~:;i11á--...-de rcplic.ación juegan roles 

... · .· •.· ···••·· ·.·. ··.·.· . .. í ':'. '- - . ~ - . - .. 
pron1inentcs' Cn. el· l-nila_11Cnin1icnto de lµ fi~~lida,d~ de la 'J-cPlicefc_!<i~~ slc;l~D~A .. coordinándose 

. ·'·- ~ ';.:~ .• 1:..¡:,_:,. :::__.~_·.:---·--·----
lu replicación con Ja progresión del ciclo celular.· -

3 



PROTEÍNAS PARTICIPANTES EN LA HORQUILLA DE REPLICACIÓN 

Mucho· de lo ·que 'se. '.~ª1:>~- m~er~. ~e, la; rCp~~~~ció~-~:del ·D~A: e.~-,_'«7~~~ri~!~S·'Pro_vi.~n~ de 

extensivos· esÍudiÓs' reali~do~ •usaridt;''e~t~cic)s.C:?~í~1~'r~~·'ci;;: céfü¡,;¿{d.,•i·ri,rimifem • que 

contienen la ~~quinaria c~mpÍeta ~a~;j;;~~ú~fci¿'k;1~';1~~id~; ~¿~. ~;;~;ie~e~ el origen 

de replicación del DNA d.;hirus 40 d6 sirri¡;fcsv4o orí) [ú y Ké11), 1984, ú y Kelly 1985]. En . , . . >; ' : _, ~' -

la tabla 1 se defirlcn algunas de lnS prote"ínn~· ~Uc .. _ particip~~ en ta replicación del DNA,. 

Protcfna 
RPA 

PCNA 

RFC 

FENl 
RNasa 111 

DNA ligasa 1 
DNA hclicasa 

Funciones 
Protefna de unión al DNA de cadena sencilla; 
estimula a las DNA polimcrasas; facilila el 
posicionamiento de la hclicasa. 
Estimula a las DNA polimcrnsas. factor de 
procesividad. 
J>osicionador de PCNA en el extremo 3 • del moldc­
ccbador; estimula las DNA polimerasas. 
Sintetiza el cebador de RNA-DNA. 
DNA polimerasa (elongación del DNA)~ 
cxonucleasa 3'- s·. 
Nucleasa que remueve el cebador de RNA. 
Nuclcasa que rc111ucve el cebador de RNA. 
Ligación del DNA. 
Proteina que separa la doble cadena de DNA 
pennitiendo la acción de las demás proteínas. 

h1hlit 1. Función di!' algunas dc las protclnas quc participan en la horquilla de rc:plicacit~n del ONA. 
{IYagaySti//man 19981 

Toúus estas proteínas son in1portantes para que la replicación del DNA in vivo se lleve a 

..:abo. 

TESIS C0N 
FALLA DE ORIGEN 

4 



PROTEÍNA DE REPLICAC.IÓN A (RJ>A) 

Lu proteína de ~cpl_~caciÓÍl ·A .{~r.~.' i1;nt~s report.adn: como .RFA o ... HSSB)._e~ ur:ia P:rotcina 

que se une ,ai ___ 9~~/Ac::_ c;:~-~~cOll_ :;·~~~~c-~!¡~-~·y .. ·'.·cx_iS~'-'. .. -~~mo· _un _',.cO~np-lejo(hetcrotri!""'édCo 

consistente. d~ · s~b~~}clfr~%.~6~~'.:f+jii~;!~y~~;'Y~~i~~ .:~~~.:i.7J::d.~¿f¡~;t.e~·?,~· .~t; Y(~ }:f ;,; en. 
todas las células ·eucariótic3s exafninlldas [11iibsC11er·c1 a1:~ 1996.·: 11'0td{l99?];~~A-ProinuCve In 

; ' " ·,·,,~· :- :::_ .. -.. --~-, ;',;'. :.· /:~.t-: .;:_?:>:.:i-~.:.h,':,i·~=-\iJ~:t; :~ü;"~:;)~ ~;:_.;:~~;~_:f~~~;~~:/;}\:i?'.2~~:~:},)!~~~~-~~::;:~;;~¡;)~{::'.<::i:.-~- ;:i::\'-;_: <~::;.; _'.·: ': ~-. ·_.-. 
separación de· las dos ·cadenas;de,J?NA~··estimula·:1a~actividad:del :compl_ejo_~pol 01.prirnasa 

· ·, ·: .. . ~ :_ ': ··: ~-: .=: ·: ~ <._;;~,~ ~~~·f:~t:~ \~,~TY ~:.f~',:~t:~:~>:-.\ .~J?;:i'.~:c?:s~- ~" ~d;{:-~~~~,::},~~~t~\1f:.~~~, ~i\ii~~:\;;~~~:~?(·~~.,~:;, ·:))~:,~ ;~-: ;.):.:~ .-, :~ ;. ~. · 
bajo ciertas condi~·i.one~ :_Y;'~:~: -r~~ .. ~~~~~~h:P~ .. ~:~e~:: ~:c.1,7'>~!.:: ~e·~.·-~~a~i~~«··~'.~ (.rf~ _ ~'. ~I a~~i~eno 
nuclear de. prol irc:U.~i¿~:c~;~1.Ir_c~f ~~?·:,?~t~~s-:~~:i;~~;,~t~~;@-1~;?N~;:~~if~~~n par~ -
Ja síntesis del I?NA [~~u:lttio_~~-~~~t/11~~~!- {.9~{·:" K_~n_n¡:e1U(1'f89.':,T~u~inro~~ y~Sti~/~!"..n·!í!B90·~di~c et 

u/. 1991. Bruun et al. J.~~7]~:, -:,._";,'._~··,: __ . -.1.\:.· ·::.l/ .. 
. . ·:~~"i.:~·-:-=': ~: 

FACTOR DE REPLIC:ACIÓN C(RFC) •, 

Una de las proteínas claVe involucradas en el ·moniaje de las pÓlime~,as/~plic~ti,vas Pª':3' 
- . .._.__,. -,;. ---· 

crear la ho1:quilla de r~plicacióri es RFC .. la cu~J c.s ~n c~nlp~ejo_ ~.e-~ sU~uryi~a.d_e_s· y se 

encuentra nluy conservado en to~os los cu~ariotcs [Hti/;J.vch~r et al. 19~6]. El ~Pe.:~ ~:cotral de 

RFC es el de posicionar el trín1ero de PCNA, estructura similar a la d~ ui:i. _anillo, sobre el 

DNA en la unión del molde con el cebador. occolocarlo sobre un sitio· cortado de un DNA 

de cadena doble [T.v11rimot~ et u/. 1990. Tsu_~i~~mtu y Srillma11 _1991. úc et a~. /99._I_. Sc:,(ct. ~': 1996]: El 

posicionan1iento _de PCNA-Catalizado por RFC es un pre-requfsito para Cl ensan1blaje de 
·~ , ' ~:.,' c.·,~~·- '-' . . . . .· ,: .. , 

poi () sobre el. n10Jdc, de .. , nNA ·=p~ra Íorfnar una holoenzima"pro~esiv~ [Tsurimoto y Stillman 
' • ', ~.'.'r. •. ' .·_ • • , "·-t· • ,,,, • • ' •· 

/991. T.o;urimuto .1· Stillmun 1990.- Lee et al. 1991. Fien _1•Stillmun 1992. f>udu.tt et uf. 1992, Bur[.:uers /991. 

Lee y l/urwit= 1990]. la cual funciona durante la síntesis tanto de la cadena continua con10 de 
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Ja discontinua en la horquilla de replicación. La función de montaje del anillo hecha por 

RFC puede ser uno de los eventos clave en el mctab0Jis1110 del DNA. 

DNA POLIMERASAS · · 

Las DNA polime-rasas Crols) ci.•·8 Y:·· & p~esentes en' eucariotes· son las enZ.imas ·clave 
' ' ' . . 

requeridas para la· replicaciórí del __ ~en;1rTia~· ~a. que éstás · lle~a~ ti. ~a.bo .1~ -sf~t~_~is d~.•.: _DNA. 

Basándose é:n .la hon1010g.í3.·· d~,·.su ~~~C"Ue~~i3_-.·)/1a: ·_~(1.~ÚÍiU_d en. ~~~~~l~~tura> r~~~ecto a las 

polhnerasas de E. ·cou, ·~~ :.~O~~-~e~s~ _h~ s~~~···~gr~~-~~~:·~~:~ :dit~~~'.~~~~:~·f~_i)~_4:·~~L'B; e, 
X e Y [Brai1hwaite e '"j ¡99j·.'·~-o,;mo-,.j_ -~/-~1. -;_q~/1.'::~La~-y~_~li.ri~~~1i~~/~~~¡-¡·~~-¡~~ -~~-._-.e~~ariotes 

(pala. poi B y polc).perte,:,~~.~ ..• ·~.::·~·-._-lá.' frinl~.l ... i.,;. ·1fi J~··p~;{¡~~;~~~ '.~iio~~Ü~r;~~.:pol ,y. a la 
.. ' ,' ;·~·-·. 

• • - ,.,- <"• • ' - • ... •• ·.: - • - • ........ •• --- • • ... -~-<. . ,. ·- .. '. ""' '· · ... . 
far11ilrn A. Las poltmcr~as :·en ·-_<;ucurrotcs ·· s?n l~eter~multimeros -·compuestos por una 

subunidad de gran tamaño y uim varíe<:;~~ ?e pequ~~¡/,.~~unid¡d·~s~~-'"' ' ' . ··' ' • 
'"·-'<'. ~; -.·.·.·- :~'-·,~-~' . :'i ~ 

Complejo DNA poUIÍ1er¡,;'"a db;¿y:A~il;~'.'.f ,:,; , ' 
El complejo DNA pOtim·erasa·.a.- (Pól ··ci.)?~~·¡~~asa-.·cs .• ~~ .. ,~Íli~~:~-~~~iri-ia·;_Cn~~ .de':i,niciar 'la 

. ;,·· -· , ,_ > _.· :-~Z-~ o·. :·~;-:,. ~>r-'.(;\;~:·_;;~·;j¿·. _, ;. .. •.• .-. ;u.: .·' ::,'..-;.-/i::.~~~,:.-;~¡.-,l~'.-~ .. cf, {_.J · _¡1>' '.~. ,' .;,:\'i- f·,_ . .:, . 

síntesis de DNA de 'novo sintetizri.ndo -·al·· prirlc!piO __ uri -cebador, ,de· RNA., pára · Cntonces 

~:7:.:;~::,º:.::::~;:;~·;~~í~~~~~f ~t1~~?t~1~. 
continua (sintetizada continuamente), como para.'cada._fragmento.de Okazak1.en Ja.cadena 

· · .. ,··; .. · ·,,\_· ~,,_ ~<-::.:--;.~~::;.,, ~-~:\-~L;;:-<:~~5:.~~~:.~=¿:~,;~~-?~r~;1~1.~:-¿.:~~~~~~~~·::~Uh ... "))0:·.-~~:!.~~·.i'.. ;:;~ ··1,~ ~. 
discontinua (sintetizada discontinuamente) [Prélich'Ji StillmOn'"J988."' r.,ee:e, "01.~'. J989. W'elnbers: y 

Kelly J9b'9, T.rnrimmo y"Srillmun 1991, Jl"aga .Y Sfi/1~11a;, 1994]: El complc!jo i:)OI .a/ primasa no es 
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capaz de llevar a· cabo la ·síntesis proccsivn del DNA y se disocia del. molde de DNA tras 

DNA poliÍ11'!':ªsa c5ffo[OJ,;,. 

La poi c5. f~~,)a· p~¡~~~~ .C:~~i-mn ~· I~ qUe .. s~ le, encontró úila ·función para corn:gi.r desaparees 

de DNA d~bi~~··_·ti:·:·~U -~Ct.i~;i_dad_·~~e c;;;(~nuCÍeasa ·3·'-S'. ·Esta poli~eraSa·· f~e :d~sc·~~ierta en· 

1976 [Byrnes: ···c,··~;.:;·/97~f·i··to~Ó--más~d~·:una élécnd~-para, confi;:nJ~r.s·~<fu-~~iÓ~ -d~··'.DNA 

polin1crasa. En ·s.-pomb~ '.-~-~~ 11an· .. ~de~iifi.C8do _s·· SubUnidádCS.·~~ e~i~, cnZi~~:·ci~~s;:pss, 
• ... "' • • ¡:, >'. ; .. ;.~,;;,~.;;·q-:),$;~'~ .:~-_- .. ,'.._ 

p54. p40 y p22) [Zuo et ul. /997]; 4 en mamífci-Ós ·(p l 2s;· p66:>i)só y: pl.2) ¡,if.;·"/ al. 200Ó] y .3 
. -.. : < . _., ----- .- . _./~- ;.<- . .,.·:_-;., .:---~-:~·::·:. ->:.-?~ ;r~"·/,: :~:á~~~r~'.::~; <~::)::~~:-~-\-.. -·::._:· . .-.- :· ·.; 

en S. cerevlsiae (pl25, p58 y pSS) [Burguers)•perik 1998].'.La pol.S.posee.un·arnplfo'rango de•. 
_ , . · _-·· , -->'.~/·--· :-.'.:-~~/_;·;·: {{{>_: ;·:: :~ -~:·-~ ·_; t~~-~ ~~\~(;{;~i,~J;~;;~~~~-\f;?.~~?:i. ~'.·~~~~-,:~;i:·;~,:~'.L~~~~-:::~~, /·-, .--:·:, r 

funciones: es requerida e~ la "replica!=ión de Ja ,cll;·d_e'na.~~0:'1ti?'ua)'- ~~:ia, «?ad.e:'la· discontinua 

del DNA (probablemente' e~ ~~º~~~;.~;Ó~:c~n[ j¿¡¡~3;~~~~~º~l,rt~!i~~f~ ~Cinad~ran lós 

frag111cntos de Okaz.aki:del )~_NA:'~ e~:-~~ti?~·-~yCOtO~_~,de:r~p~-~~C}~~·~::cie1--oN~:~;como .-en la 
reparación de apareos 'incórreCios~-fr~p~r3cióó -.:p«,:~ :cxCis·¡¿¡:; ~de· ._.baSe~ ,y nuclCótidos y 

reparación por rompimi~rÍto d6 d.;bles cadenas:: A.demás.' s.;;:~iensa que esta involucrada en 

In regulación del cicIO celuJitr., 
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DNA polimerasa & (poi e) 

Esta es ta111bién una polin1crasa que está involucrada en el control del ciclo celular y que 

puede tener alguna funci~n en la horquilla de replicación del DNA para asegurar la correcta 

sintt:sis del DNA .. quÍzÁ por uri ·111ccanismo de reparación post-rcplicativo u otro mcCanis1110 

LNuva.\° el al .. ¡995;·~av'as et 'al. ·/996]. -Ta1nbién es posible." que esta polhncrasa particip~ en la 

replicación deJ~s:cl-01noSo~as cori10_. una.:enzima especializada para la iniciáCión de la 

replicación: dCt .'.:r;~;..,·.~C~::: sitios· en ·::·donde .'.lri · sÍ~ic~is se ha·:· detciiicio ·~tcmpo~~l~1Cntc. Se 

requieren mÓs e~~~~io; ¡;ce~ca~e'la pC>sible f;,,:,~,i~;1'de poi & [IV~gayStUlmu': /998). 
:·),: ,·-:. -~'";., •', ,»;<·.,_,,; , .... _.,.:·_~:·~::~,t:. .,--:. ;"., ,:_.<\ ''.:-, • 

ANTÍGENÓ ~1Jbf ~i~:~i;;~~bf ;t.~~~{~~~~irtú~~·~;f t~) 
}·~Z: •;;ú ·::;·:::·.·:.~~~}~~:~)~1¡ , __ . ;{;~J;~~,:¡•:·: , 

e :'a¡)Unito-dC r:cphc~c1 n'máS~estudiadas sea CI antígeno. nuclear 
: ~- ·+;;;:~,.. ::_~)~~ ;~~:t~1°),.:~~~1i~~:'.~i~l~~~~7i2,:?¡;,~~i.~6i0:·:.fJ.;?:.~_; ~-~~{··\~:~:.::.<. " . ' 

<le proliferación celular; (~.CN,A);';CIJnnillo ;inóvil ~de: la',.DNA• polimcrasa.' Esta' proteína no 
. ··::;·.~;i;~Kf:>~t;:!t:~5:~~;~:tf;<iif.~J.;;~~-:~'.:~~r~;J#.~~:~;~:-~~:::=~4t~?}f f~:: _-;7-:;::;f ·:\_,"::.:-.. '_'.~<.: . · ~'- -

sólo llene una ftinción;·_ccntralfenfeH'!metabolismo'.;i'dcl'.DNA~-~sino que -también se ha 
. _:,;.~~~·,::~:-\:0::..~~;;~.~·~:{;;·;::ú/1:~~~:t'3~~~1;~r~:;,~:~'.~_t \;~.:,:· -:;: \~.: .. · -· '.~ <·· ... ·. · ~·; _.-;~_,. -_· .. - .: --- .- _ .. _ .. '. 

convertid<? en un n1arcador.dC diagnóstico clínico de proliferación [IVaga.YStillman·/998] . 
. _:· . .:e;:: .. ~~'.~-~,~~t~f;jf~~l;P~~:::~~;j{~f~i+~~?~~~t-?.!~~ijhf.~-':'c:c;.-o·S'._:.:_::~ >-:~,~- :i .':: :_~ -~;e~-~<;:·.:.-·>--::.:~:·. '· .·- -_ ':of __ .__" ··- -

El cntcndi111iento·dcl,D.parato de'z:eplil:ll.Ción_"en eucitriotcs ha tCnido grJndCs·.avarices.·Uno · 
- .. -.\:T-::~:~-:;~~·-~~:~~~-~\:~:~:-;:,~:-~:··~fi::\~(~-~v;.::::'.;·:· :.:"_.,·:>.'..-:.- .. ~- <:.- ·z .< .:· .. -" _-. .. ·.:-'· .. ·.· .. 

de los 111ás grande~ ~~a ~~·~.d.cf:~l- ~~~?Ír~l_J_ó .c:t.e un-sist~ma de es~udio de I~ _rep_li.cm~iói:t ·~el DNA 

in virro con el DÑ.A. d~.i-~i~us:4~:··~·~.'·Si~io (SV40) [Prelich y Stillmuw 198s. Ch~Úhcrg y Nelly 

IY98]. De esta 111anefá:~~· "d~~~~~·~~~~~o~'_ dive~os f~ctorcs de la rcpÚcaciÓn. _El primer factor 

que fue identificado tidne.un· pe~o nlolecular de 29 KDu y es rcqueri~o para la reacción de 

elongación del DNA [Pr~Ji~¡, et ~11. 1987]; -subsecuentcmcnte Se identificó a PCNA como una 

proteína reguludora del ciclo celular. Esta proteína tan1bién fue lla111ada ciclina debido a su 

periódica aparición en la fose S [Brm•..-> y Cdis /980J. pero desde que PCNA se identificó y 
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dilucidó [A1athcwl· et al. 198-1] se Je Jm dado este nombre para evitar conCusiones con la familia 
- -:. ', ; 

de las proteínas ciclinas que interaccionan con las Proteínas· cinasaS. CDK... 
" - - "' '"'• ·., • • + ' , ' ·~.. ·~, 

Al contparar los· procesos de. clonSnción:_en·· E.·~~:~·~~- fagos ·.y1_f,·i:ste~as.' eu'?:~~i,óticos ... · se- ha 

revelado· que Jos nparatos: de', rCf>J ici1é:ióil ·_:'CSián'·:, ál t¿rtle'rltC /. ConSCéViid-oS'_.-,'Cti\ ·tél-rriinOs ·,de: 
.., ""°' ·- ::I . .,.·.' .. ·.,. ,;,, ..,,,~:-·, .. )) .,.;'.'~ ·~·;.>; ~·:.·:_ _, 

estructura y fUnción • [Kur(•·~ú )' (7'L>o7~"i{.~t:!f,;J:;!;ti~;:J~\~~~~7~J;'.',1~icl°:~~'.;~-~;z.;;derus 
corredizas~~ del DNA exist'en en· con1ún en~'. todós·· ,JoS~'":siSterrias:.:y :·iiénCn · un3. i~t~~~~aótc 

'. . . -f, '.~ ','.··.: ".~;<:;}:~> . -:~.·:.·.'.:, :<.~~:;_~~~tf:~o/t~t~¡%{;:i~~~]~~~-.:~i:~?~-/~<~·;, .. ~'--~~f;':;:_.,,:·¡<.: <-,:' '< 
cun:1cterística que explica Cónto. las· ,DNA .. 'polin1e'raSas'.· P,uedeil:'siittétizar,:: cade'ñaS: larSas de 

•• ",. < .t:~ :-\,r·::: <t:;f~~.'ú/~:,\~~¿z:r·::~~T:~&;~l~i~~-~:~:~~·5: ~-!;:.~=;:~¿~~·;~~;.~\~>::::?~: :·x~;;_'-·~ ·.:..?~ __ ;: ;:;;·~. ~-
D NA cficientemente~.Estñ 'Criracterística:-1e~perinite'_'eJ 'dt!"Slizámie'ntO' estitbJC~· Pero libré .. " a 10 

largo de 'ª doble hélÍ~~;~~;· !~~~f !~.:,~~~~s1;~r~!~~~~rt~~~~; ~~,-~u~~ ~b~dern 
cucariótiea que funciona como un factor ~e proce~ividad para hÍ poi, S por la unió•n de .'ª 
poi imerasa sobre. el DNft.. [KeÍu1un,:·~9.i7J.',f~s;:~¡~~i~s,',i~b~~~:I~~. f ~f #7~:cl~,:~Í~~~~;~~n en 

procuriotcs y euc-:i~iot~S han_:· dCn10.Si~dci ,: una s¡,q,~c;n"dd~i~· coltse~ación · c~tructUral y 

funcional. 

-: . ·: .. :~_, -· 
"~ .. -

1~-:\·tr11ct11ra de PCNA / · -1;-. 
·. ,- _··· .. ·:· ... _. : ·._ .-· ·. ,, _.·,_· '.- _,!'.;~~- ., ":~··ir:-·--" 

PCNA es f~ncioóalmentc .;nálO~·á 18 sub~nid~d P de Ja DNA.pOÜmerasa 111 de E.:-~ú!Í (Poi~··?./ 
-o .. ··.'.;~:·,·::·.-.,-.• • ' ----. · .. • _,·;.:· /',~·-,>.t:·:::;i-~/ 

111) y a la proteína del gl!n>4S.del fago T4. El nombre de ab~dera deslizante/v4.~eñ~ d~ .. un·."/ 

cxpcri111cnto que mostraba ~~~·Iii subU:nidad p se unía establemente con e1.6N;:~iii~~~r:; 
;.:<. . . ' :.·-- _.·:-- ,;/ .'.~,-_::.>~./' 

pero se disociaba rápidantcntc·ante la linearización del DNA [S111kenberg e1"'a1._°J991.'~YUo,. é1 al. 

fV96J después de po~·icionarse.:·~:La cristalografia de PC~AS--~~ .ievadura y-~u::~;~~~veló 
que es una estructura .·de h~-rit~lrfmero's [Krishna et al. 1994:~-J~~~,~; -~,al. -199~]. Dad~- (iue-las 

. . . 
secuencias pcptidicas. tanto de PCNA. la subunidad p y· la"· p;Oieírl~·~:_·d~1/J;{C~;,.4.s~-.So~ 

diferentes. se sugiere que las estructuras tridhncnsionales pudieron.háber sido ·adquiridas 
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independicnten1cnte durante la ,.evolución. por presión selectiva. para lograr In misma 

función en la replicación 'del DNA en varios organisn1os. La característica común de los 

anillos deslizantes del DNA es que th:nen seis estructuras de don1inio repetidas formando 

anillos hexagonales. 

Sub-unidad beta PCNA 

o o 
Figuru :?, Cmnpnración de los unillus dcsli;:antc~ dd IJNI\ de t: ,.,,¡, (suhuniúad IJJ y cucarintcs (PCNI\ dc lcvmJura). 
Conllgumcioncs del dlmcru y lrlmcru de la suhunidad fl y PCNA. rcspccliv;1mc111c Eslructuru en JD. Los munúmcrus se 
Jislingucn pur los lnnos. l T.v11ril11oto /998) 

Flg11r;.1 J. E~tructurn lridimcn:-;imml dc PCNA vis1a de lado (11rrilJi1) y de frente (ab~jo). Locali7 .. .ución de los únrninios 
funciunalcs: el dominio ccntn1I (Asp"1-1 lis"'"'l. se cneuenlrJ dc cnlnr \·crdc; en café el dominio conector del inlcrdominio 
(l .. cu 1=1-0lu 11 !). y en rusa el Asp'17 )'la cola del C-tenninal (Lys~'"'-Glu~~''). La rcgilin en verde inleracciuna cc.m In DNA 

pul{;~ H.FC. l.a rl!gitln café y rosa inlcm..:ciom1 cm1 poi{; y RFC. n:spcctivamcntc. [T.n1rimotu 1998] 
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Factor de procesividad para la polt'i 

En una plnntilla·~inl~lica de DNA. por cjc1nplo sobre un polidA/ oligod·r .. poi O incorpora 

sólo unaS. cunntnS dcCenas dc'.nucleó.tidos ·n pnrtir de los cebadores. pero lu presencia· de 
. -.. •' 

PCNA ¡'~·~,f~í~~~1~Üi l~:'pr6ceSi~·¡~~~( de poi. 5 a 111ás de 1000 nuclcótidos. Esto s~titliÍ'iCri que Já 

intcracciió..; ·de lá-,._po1 ·o ·SOia con ·~i""-DNA Cs inestable paffi ·sinte"~izal-, ~N~ lcirgO~.-~~í:O")a · 
:· .··. 

uyudn ·de ·Ju .. .:ab~-~dCra :.d~SÜZUnlC·"• (PCNA) sobrC- ~I ·oNA hace n·.·~~ta:·~~¡~i~~;;¿;:~·ió~ ;ñ~á~ 

estable~ Ü~ta ·caracl~~í~-Íic~· ~n~~ijca que p-~NA -fu~CÍO~~ có'i~\~ ~n fnc¡~~~:~~-;·~~~-~~~¡-~·i~~-J·t~·~; 
'. . . . ·-. ' >- ,· ... <:.·~-~· -:,-,: <:}:·-·:;.-,.'-~:';/";,.>~;;· ·:~.>>."'·(,.;.:.--;~;::~.~~·;:_~:_ét::.. :;¡;¿'.~~·>.:-:-:;.~.-·--;¿:, 

las DNA polin1erasas, de manera semejante 'n Já subunidad J3 dC Ja DNA" polhTICiasa' 111 de . 
. , , ·.; ·<·. - ·· ·· ".,_ .. ~~ .. -i~~·!:~-=ó,<·~,.:-~;K~'./~1i\/>:.:?~~;;/·.;_~\{'.~:~f1~~;~~~<.~t~~t;·~~º~~;'; .. 

E.\·c.·heric:hia coli. La contpleta omisión de PGNA .. en"'la..,~~~cCi~-~ .~c)epliCaCió~·dé._sy4o··da 
. , '" .... - ~ ... ~'-;:e ... ·- . -- .· . -~ ·._};~,';·:,:;~.~7 ';:.;:;t::; 'i::-..'.: .. ·.·.:· .'· .. . . .. ~ ·~ 

como resultado una acu1nulación _de.:.Cadc1ias 'cOrtaS·~·de:;DNA":cS¡)c-cífiCo~·ér(lugar.;'de'· los 
, _ . -. / ·~: ~ ~,·::: :>~-~~¡ {;_\~(!}:~;~~~~·:~:;:::;::.Jr:1.~J:W:f:~ú-:~frix:~~;tt1;~~!~'~i;..«·_,_.~~ <, ;· -·~. 

productos cotnplctos. es decir .. no se terntinan de·s1nteuznr_las cadcnas:complementarias y 

quedan incontplctas [Pr~lich et uf. /987].: ·_·· . :-' .. :· - ._;:~~~~~i·;~~.-:~~.'.:-f~;~.'~:-<G~~\·5~f·~·:;~:~· ,_, .. -:,;- .~: '. <>r.: 
-· ·-: :, :·-_;/J~/:·! E3,t~~j~~f {~~:~~{~{¿}~~,,~i~i~i~~~:~:~,;:.:y;~~i:~~.;;,{. ~· ~·~:. .· 

La síntesis del DNA no inicia sin él cOntplcjo· ¡)ol _a/, priinñ.sD:;:. Eri'.cotltrnSte .. "._.Ja~omisión dC 
- . - - • . ~ - ·; .ó;:, -~-> >· 1~~~ \ _..:7~~~~·:/: .f~,~:::~~~;~ff ~~~!}~~w:~_;~~f~1fa·~+~:[t!~-~~+1~~·: ;/~,_:-\.:-.;, 

poi li. RFC o PCNA en ensayos i11 vitro resulta en un' decremento_dc.la.síntesis del .DNA- a" 
-· · ':- .'·' ":J<: :~·~~:1{J~;~1!.~~~;,?;5·::'.:~~~.~~;~'.:~~;~i~:~~:ry~.~0.J~~~:í;; ~~~t'S~)·~} .~." Zi~~\ ... ·: - · . 

1/3-1/5 del nivel contplcto de la reacción,_corrcspondicndo a·una'.síntesis deLDNA li1nitada .. 
, . , ... '.t" ~-::· .;( "_ :;:·::}~~:!t7f :~ ~:.{it.1_f;~;:~,{(':C;!~~:~~~~~1f:~~~;(3~:{;~~~~~,;t;:· ·.-_~:/~:_ ·' .> · . ;~. 

quedando fragmcr~tos de Okaznki ~~r:'-º~ P~.~ t~;a!=c•.~~- s~_l!!-D~i_a'.~~1 .. c.o.!llplejo, p~I. a.l pr.i~1~sa . 
..... _ .. ~- .. ·'·":::ó~;··~\>:r;~~r:.::;:·~f,:'?:<:-;.'~~::~:f;:~~;~"~~:.t~~''.•~·::;~::~•;2::'.'~·:··:,:¡ .. ·~·.:.~.:o;',-: .,_. -.; ;.· ,: 

11:\·111·i111010 1998]. . '-, " , •. ~ ·> ..... ~· )..: :·_ .. ' ~·:~: ·~~.,;-'-if.,_."·.,,.,;. ·.~···.'...~·~"" , ·~.~-· -~":.·~_::~.-

PCNA. además dei~é~,\~\[;;:i,\~'~¡ ~t~~~f¿'.,~~,P.f{.~tAí~;l~:~li~~~~t~~cí;!~l~~',;'.,{~~~'~i ~~'otros 
procesos difcrCntcs a Ja· rCpJicitción';; Por._'ejCni¡)IO~~~Cuitfldo ·el DNA· Cs dáñadO:- por suStancias 

. -. · .. -"-<.; -~~~:~.):·::::,~:~ .: ·~:~:~z<~:-~~:~~--· :·-::,'.S};1:t~.>~~~:f~tf-~ti~~~:~~'(!~;;.;.~<J.~f~~?1~'~{~~-"~~~J~~:.~i?.~,.:~:~~ -'v~~ <·~· .. ~;_·,~-"~ ·~-·~· : ;r. ·' · 
químicas corno.: nitrito ·~de·; sOdio/;:. ÍlitratO·i';-deJ.:.:sOdiO~.t nitroSainina •. :agCO.tes "Dlquilantes 

-~'- :~·~~\::,_¡ ~::(: ·."~;? {;t·~ ¿t;~:~~,<-}.~~,;:'.~ Z ~":.\> ~~~~~~;'.·A~~N¿.:~.~~ :'.~~ }~·;~-:~\~-~·-:·,; ~~;:~~ ,.~-:~t~:.~· ; .. ::~:-/ .. ' ' -.· . . 
(adcnosilmctionina;,.din1eHlnit~~samina ;y•• ~imetil'mlfoto) o agentes .• fisicos d~l · medio 

m11bicntc como la lu~!G?•:'~~~·~,:~~ ~~hi;~;ai~iis~;~>d¡,~~1Jt~I Í:>N~ puede ;cuniular 

errores durante su replicación' y dañ.os en el transcur.So de Jos procesos meUJ.bólicos. Las 
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fonnas n1ás comunes en que el DNA puede ser dañado son:.dcleción de bases. alteración de 

bases. inscr~ióq de bas~s •. a~ici.ón de bas~.s i~~~r,r,<:<=:':llS· ~t~., L~s ~añ~_s del_ D~~ p_ucdcfl ser 

corregidos por difcrenl~s nl~c~~ismo~;~ r~~~fa~ión ~O~:cscÍsió~ ·de nucleótido~. _reparución 
-·: ,'.·."-'·· :·.:··'",."'.:·~;,<".:,· --'.." .. ~/:·:,\'·''~":_'.\J'.;·~·, •:':·. -''.\ " .:··e·'·.~·',.'·:·.'.'·'.." .,•···-:~ •: '!" 

por escisión :de. bases~ réPUni'<:!'ión-·p9r,rna1 apar~~Oii~~úiió ·y."C,ifOS ·mecañisníós. El-l todos eStos 

mccanisni;s «s~ '-~~::~~~J.~~~f ;;·~~'~f ~:~~~~~:>rn~if i~-;~~1;;,·~~:·~-~~!~~-~- d?~d~. e\.·~~;. h~ 
sido prcvián1énte 

1 
dañadó '. UtÍliza'ridC('tUZ._uv.-···sc luí obSCrVádO-'(iÜC '·al. ·.it'iliZá.r_~ ariiiCuerpos 

-._,_.. ·. ·, _..· ... ·t.''.'.~:-\~':?~: ~,~:-:.~~_'.·i\t'.J·';( 1:,: ~--:~z::/·':~~,:~:.:?·~,~;<;·:~--:--,:-:.: ~--\'.; >".: ::-?.: --~: '·~'::::3 ·_. ":::,_<:,'.~.-.:;~::>--·.~:.;.:<:_:' ;::.·;:~ :.:: ::., · 
dirigidos contra· PCNA'.eXiste 'in.rrlliriOdCtección:en- los sitioS de ·'rep.araCióny tlllnque- las 

· .. ,-· :: . :,': ,;_,-~\-/~':: ::;:w:?-D ·~-~~-'~ -::~<:~·;~~-.·:-;~·~·:?~~?~?.~} .~.'·::·~·-"'.":::_:.·; :~;_ .... ::,~:·~:. >.> :i// . .-': .. :: .. >-:--- ··::·:.·:_.:-::, . ;:.:-~· .. _·:·-~-~·:,. _: 
célulns no se·encuentren cn·:Ja:fase S~'·Esto sUgicrc.que·PcNA es 'una Proteína'(iue llctúa 

- ···· ··:·,h.~>".';!",:<· t1>~: .. -~·::··>"'·:,- '--:·-.·· ·:.: •'·.·· ·._ .. .,-·. ··;..·.···- ·,'.'.··.-.,,~·.r"-·.·.•·:~., " 

tanto en la repli.Ca~ión\::C;~;; ;e~·· 13. r~Pa~C'¡ó·~ dei ·oNA ·[cetú~ M~d~~;,:19a6j.~ 
-·--·, ~·b.,_:· :·::~'~,-. -~",::·. <··~.; 

FENI 

Varios estudios biocJuínlicos ·han mostradO ~que_ ~EN-]' tiene una función_.espCcífica que 
- -':··, .. ;. - ·:-·:' ··.: .•• -: •• : -; '- .·;-. .. ,... -_•q '·<;;,~ ;· ¿~. 

consiste en remover el cebad~~ de RNA unid~ ·ni .extre~c; s···d~·- cad~ r~g·menl~ d~ Okazaki 

Í WCJ¡:u y Stillma11 1998. Turc·;~¡ et ,;/. --~-~~~:·_-:;;~~:C:h/ Jº B~~~~;.~ l99~. -.~f~i~~/~:-~~~.~~- f 1994.":ff~~~g;~/ al.· ÚJ96, 

.. · - ·-. _:·_-· e·-... _ ·-~~:: <~~;;;:,:.,.~·!:;;:;·:._-, ~i~_.;'.~~:·x-:~;-::.;;\{~H~~\~f~:;:~.i1~ó':~~t~~}~~:~;;;<::i:J;):h-Y~l<.:~~~ ;_. 
!durante! et al. /996]. ExtensoS estudios muestí-an .que·.la·'remOción,~del":Cebador(de:RNA 

~ .. · · --: ' ... : :, . .-.-: ~ -. ~,~~-~;. \-.~~ ._'.-f~/ ;/ ,: , -./'.: ·: .. .<~.-- -·~~ _ :~~,~~! ;~~~¿:~-.~·~t;~~,~;~.¡/;;):.~r~~\;' _::_::~: .. : _ -
involucra a otras proteínas incluyendo una CndonuclcMa de 'unión 'a· RNA'-DNA~; PCNA y a 

. . .. . . ' .... _ , -:.~~,~ .',;·~:·'.{:~>'.,,:-.:i:.::~;i~v~-:.-\ :·.;~~:..,;,~:-> 
la hclicasa Dna2 [Bumbara et u/. /997]. Se considera (¡ue la RNriSa 1-Ü.-éstit..iriVoIUCriida·cn la 

' - . . ' • -.:,-_, -~· .. -, •• ... ;-': .• ,: ; ~.1. ::_ ~ :.~ ... ·, > <-: ~:- -· .. -·.~'.:1 '}J';,;_~·i::~;-~,~-~ ;~;;·~ ~~..;/j< .::.;.',i, ~' '· '.· -.;.,· '.'~ 
r~111oción de los cebadores de RNA dúrante la síntesis de los fr3g1neri~~s ·de Okazaki [Bii.~en 

/980. DiFrcmc:escoy Leltman 1985 .. 1/agemefory Gl"os.~e 1989]. 
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DNA 1-IELICASAS 

Las DNA hcliCasas son cnzhnas c.rue pron1ucvcn la proccsiva desunión del DNA de doble 

cadena .. -tal co~ri~ · -~-~U~e .~n;~--i~.: Í1brqu~Íl~-~-de -·;cpli~~~ióil · p~T~-~--~~c~;. ·j'a~{ -·~1old~S" pa~ las 

polin1cr~s~-~·-. ~~~.~~ci~,\-~Ni~~/h~d~á~~1 :-· :~1?1~: ~ -_s¡d~·-;:. id-~~-t:i'h-~~d~~::~~:-~h~-~~~~,~~~:1~:~~~'. j.:;ihr~~~-~·: · 

incruycndf;:~•-.'~s;;;;~~1~f~b~fi~~r-s:.~r.~•'.¿;J',!'.~-;:.6I~-~~j:JE~s~k~i~?J,~;ff;,füº.t7s• 
pocas hun'sido itnpliclldas·'en la replicación del:D~A:·HcliCñsn_Dnn2.;·hchcasU B_de ratón .. 

. --·~-- -.:.;:·:; ;: .. <~;, ·_. ·:i ;:t;· =;.1:-~'.~-':~<:·; _~;:~~: -~/:·~.::;;·,\:.-~-~/>~.-t.-~<::~~:-~ ~-f· {,:_::;.~,;~t .. ::-;<ft;.~~"/:é,:t;?J~):_:({~~;~~~~:{L,;,;·,: .. :;:: '.~·:,. 
prote111as de 1nanten1m1cnto"rdet·mm1-cromosoma (MCMs)~ Las proteinas·de manten1m1ento 

del n1iniC·~~~~~~ó,·~~~;«~c~·s)~ ¡-~-~~·i~;·¡;;,~~:~~~::,-~Ü~i~~ » .i·á~~:ii~ri-:g~~~¡~i·fu~i~i}~~~-;~·~~,;~~~~~~~da~ 
paru lu réplicadó~ de pltl;n1idos qu~ ~~,;,i~~;;;~ ~¡:'¡gc~~;~~';.Íf);~~~'¡ó:J.;.,1f;'.~t~;~i;:;¡~;;, \~',/ 
Seis MCMs han sido encontradas en todaS 1'~s -cél~1~~-:c·~~~~i'Ó~·¡·¿~1-~1¡~;~Ji~~:-~¡~·~:-~~;¡~~,Í·~1-~das . . ' .. . ' . . .. --· . ---; :< >< • • "•/ :;·:~; ·-~;,, --· 

hasta la fecha y. algunos rcsultadOs i'eci_cntcS·-co~ esta:~.-;Pf~tCi~~::'S~gi~iJi:/~~~~i~'~•:prói~Í~hs .: 
,. ·~--- . ·'. • ... ! e . • 

MCM funcionan coriiO una DNA lleticnsa i~plicn"tivn.cn~Ja ·h-oÍquillD.:·étc,;~-~~pliCll~iórl CClular-
. - .. . . - - . ; " - .. · .. ''" ·~ . . --

fll'u.i::uySti//man /998]: .· - ''" ~=·->~: ·:·"",~ i .::::-.~.~: ::; ~'~;,}/>' _-: 

Ya que hemos descrito de manera gen~raI: a a:1gúnn's de his ;~r;;t.;fn~s'.~~;; 'p~rtl~ipan en la -· 
horquilla de reptfc~CiÓn :.-: d-~-J ~-.: oNA~·:··.· debc~,;s::-'.dc~c-rfb¡r\· ·el "-.P~C~s·a· :~ed¡~~~-~ el ·cual 

interaccionan estaS prot~in~S:.·~.a:;~ ·l:iev~~r a c~~b~: lá. ~~~~iCa~.~~:~ ~~~ D~A 
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MECANISMO DE SÍNTESIS DEL DNA EN UNA HORQUILLA 

DE REPLICACIÓN 

ENSAMB,LAJE DEL' PRiMOSOMA ' 
.. -. - " . _, - '~.· •.· '... . 

Uno de. los pri~n·c·ras ·pasos d~spués del reconocimiento del origen de replicación y la local 
_.,, '·. "~.,,,;· .. ;, ,,·1 •.. ,/ -'~~-· •, .1:-:· <·. . ·. . . . ' ·, . 

desunión d~·i.oNA>e"s ~~i1l~~-nl ~-~1nf;ICj~ poi cx/"primasa sobre el DNA; a ésto se le_ conoce 
. ' ... " ·' -"'···-~~,e,·~'.'·(~'._..• • '•, .. - • • :•-· , .. , ' . 

INTERCAMBIO DE i>OLIMERASAS . - ......... -.. _,., --:,·- . ' - : _., 

- -': ,~ :- ':-:" --:.::~-~~- ,. 

Estudios bioqÚi~·¡c~'~---i¡~~'~ci~: -,;·¡- S.iStemá·· fCconstiÍ~idO cÍ~- repliCnción .del DNA. del SV40 

con proteínas .. -~u~_f.:~-~~a~·,_ [~i-~!~C.f~- Y. s;ill!'~~'!-· 19~~.·:rs~,':~~-'i~~o;_~:, ~¿~/?·~·~.~ .. ~~~~--'Y.,-~r~/11~~~! ~19~4. 
T.wrimotu .V Stillma~l~·19s9.·.-: ~.''einb"erg ·e,-al .. l99f!.:E:;,.;,-~/ ~l.,)992] :11ai1· m-~~tráCto::~CiliC~-dos ¡-difCrentcs -

. . • .,,__ '" . " '. . ·~=,,-· . - . • . 

polin1cmsns, poi át primasny poi 5, están invol~c.~da's'~;, la'sf,;t~~isdelDNA y que 'poi¡; 

cstu involucrada. c.n la sintc~is -d~ -a~~aS, c~~~:ri~~~::. ·¡~~:;~~~,:~~-~~~~~~~,~~: :~;-:.:· ¡~:.--~~~c~~;i~1ua. 
D.:spués de sinteti;...: el ceb~dor en 1.:. c,)dc.in c;,;,~i1~Ü~ fi:~~;/J,',,;/;: 5;!/l,;,a~ 19~(}] y sintciil'.ar 

,,."· . ·"·::. °i.'-·.·.:,; .. ·, 
cada fragmento d~ <?.kaiaki ·cri la cadena.disC.oiltinUU [iV¡,ga~.v.s;;¡,~.~~n;i998]~·et_cOmpteJo poi 

.-. ·.. ..· .'·'··· /·' _., ':;.::'.-_'. '-- ._ ... _·.,--:, : . . ,_.,. __ :º·°;;_~' " ' '. .- . , - ·, _. i-·· 

a.1 prin1asa se reti~_ d.e}a.ca~'?nª _de DNA p_a_~ p'e~ii_i~:·,~_1:p~~~?¡~)'~al!Íici:ni~ -~e p~1 a·.~obrc el -

n1oldc de DNA. c~n~iguierido· ~~( un~1 esp~ci~- :cÍ~: e~~í1~i.~~~.~~b~C l~'_.poJ."8. a· 10 -~~es~- le 
- . :· '.. .- -'. .. 

podría dar el non1brc de intercmnbio de pcllimerasas. Los n1ccnÍlismos· de iniciación de lu 
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síntesis de la cadena continua· ·y .la iniciación de cada fragn1ento de Okazaki son 

nparenten1ente n1uy. sinlilarcs: un ccb~dor de RNA-DNA es producido por el complejo poi 

al primasn.·y :C:::1 'extren10· 3' -del :iniciador de DNA es reconocido ·por, RFC··:)/-pcNA~ 

expulsando ~f:~~~~~j~j~~,~-~/:~,JÚÍin.~s~ y:montando a poi O. El 'cOmplcj:~~~Ól·;-~·-·prir;~hsa 
cornienza .la '~Ú~¡~~¡~~~~~~~·~~·~~ceb~~~r ·d~ RNA-DNA sobre una ciidCita·:_~~n~·~1i'á': d~' oN·A, 
estabili7..ada p~r:)i(-'"3~~~¿~·~~~~:~RPA; ·en·t~n~~s,· RFC. se une al 'e~t-rcmo''J'.\1~·('~-~i·~iádor dC 

~ ;O - " 

DNA. de~p¡~z¡.~-dci;·-hftc~Í;~-p:¡·~¡·o·'po1 ·0:1··prilnasa. ·La tfoión -"de- RFC.'cS·· ac0~1Phfiada- ·éo;1 · CI 

1nontaj~.d~·.-r-~~~,-y1 ~.i,.sUbS~~~-~-rltC ~SO~ia~i-~n.de ··P<;~A '?º"·. ~l B. Entoric~s, Ja DN~ poi B 

se vuci vc.:~;$c~-~l y~'.;. <;~~~p·t~;~a--1~ -~rid··~n~ ·~·~. -~~A ~[ A,;~~.\~~~íi1-?1~ ~( al:. , 990, JVc.inherg y NeÍ~I· J 9ll9. 
: . .- c. ' .·· i _ ~ .·.. · . '_--, " .·e~.'·. ·\e;'. :.'.- -,. :- • 

Eki et al. 19921.·. P'nra la ,iniciación de la replic3dón:'d~_-la Cadena corltinua, la síntesis hecha 

por el con1plejo f,óI a/ PCNA eS é~t~)~ces __ ·pr~~~~(~~:~ ~~'~1i'1Ua~·a1 menos por 5-10 Kb de 

DNA. Para la sfntesiS-cle la cad~ria ~:Ú~~~·~
1

¡Í,~Ü~}:ía·-~-iÜ-i~~¡'5-:d~· DNA de loS f~gn1.;Í1tos de - .:. . . · . .;.· ...... -..:-- . .. . 
""'·>·: ~~~:-.-

:.,1 
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MADURACIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE.OKAZAKI 

. . ·. --··, _·;._. ' 

En Ja maduraéión d~ )os frng~ent~s d~ Okázak·i. los fragmentos sintetizados en ·el molde de 
'; ·.:---· '. ·' .. ,.;:.;:~- -~-.-'. ... 'f::::::.:;~-:~...,_,,, __ ' ... • -

la cadena discontiriUD.·s<?-n.cO'riVCrtid~s'en'¡)iodUCtoS. de DNA JargOs covaléntcn1cnte unidos. 
~· '.: __ :·-- '.<"::-::~-~-;':'.,~t:~.:~::·~t<':·,::\:~.~-~f;;;:;:?;i:?-!';~;;~;;;p\~:~>~/.-~~~-~\: ._:· ·.'.<>_ ~·.;_::~-: '·:' _.:_: .,.·:: ··.,_;.: ·' · . .:~' .... -~:: .. _:. 

Esto inv~lucia.::·yD:rio~.~ paSofa,t'.diferCntcs.-2 inclUyerido_. Ja 1remOción~- del ;ceb3.dor.: de~· RNA. 
, ... _,_,_~··. ·:- .::)~·'.. :-:.~~-\-{.\ .. ~r~:~-~~~:~·~:-.it;::.-;::_~~0'~.:.:>~u;~~'.-;~:· :~::~:,~:': ~-'~-~-:-:~,··:·1·~;~~:Y:::,J:{ ::~.-.- , ... -<-,:.< ~: ".: .. -_::;: _ _.·:: '. ... ':·. < <~ ·_ 

rellenado _de los huecas' coil d~M~S_.UtiliZando'cOmci sustritto dNTPs~·y.'la' uni6Í1 de' l_as dos 

cadcn~~ ·~ ~-;~:~~~~~"~~~:~~~~~::~·~-~~~~~:~~~~~r~t~~::i;:~b~~j;¿~6¡~~~;.~c~~.q.::'~.:·~~:~~~~.~~~~.~-~~·~;~_-· ~iaÍcinas 
i'•'' : ~-.;.;- - • 

involucrad.as·~~:: ~strii .. :~:r~ .. ~~·~~~--~~- un~n a ::p~-~A~·>S-~~ie~~~: :qú~;. ~~i~~-:- ~~~~s ·. ~u~den estar 
~ • • - ' ,_. .. ~ ' • • ' ' • - • - - ' ,, •• ,. ' " • -. : ' ' ' - • • I> • ·' ' ' • • • • • ' 

[ Wa¡.:u ySlillmun/998]. 

DirecclOn 
S' ::s· 

CAD C.tcA. CO ... TI ... UA 

3' s· 

Figura 4. Modelo de una horquilla de replicación eucari61ica con sitios de múltiples DNA polimernsas, 
~inrndas en la estruclura hipotCtica de ncucnJo a las explicncioncs en el texto [7'.H1rmuJto /998]. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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ANTECEDENTES: 

Antcrionncnte se hu cstudiudo el efecto in vilro de PCNA so~rc la DNA polin1er~a ó en 
' -- .. --- - -.· 

cucuriotcs. obscrvúndosc que PCNA cstirnula JU actividad de esta r}oliri1erusa sin rCQucrir la 

presencia de RFC; sin en1bargo. algunoS rcPorte-S iÍldiclln'-qUe p~f.a q-u~- llaya un CStímulo .de 
r> ,::,.:::~- '· :·:..\;;;,: .'-• ; ·\..,. ··:,...,; ,,, 

PCNA hacia la DN~ -p~l_i:?1~rasa: ~. se: rcq'UiCr~~~~::~~FC,'[.iJ,~~g-.'.J. :~~~~~~i1.=,f~~~-;-Tsurim~10 y 

J990 . .-ih~;,g·-~;--ú;:::i99s]~-- Ac~rc~ ·'de: PCNA.·.:y.·su Stillmmt 1990. 1991 .ª y h: T.mrimoto 'ei 
.; '<''-:',·' I¡ . ~ -,> .·.( .. ·•\" -~ .,. 

intcracci~~;:con 1U~_DNA. poÚmerrisas en· pl~fitlls~se ~be P~CO;'c·xi~tc;._rep~;(6s -;~-d~rid,,;- ~~-: 
'- . '.- ----' .. ''.-;.,"' --';. .• _ · .. ! :.:·. - . ~. :: ;, :;: ,· ¡~·~ ·' 

muestra qUc rCNA Cstiinula Ja aCtiVidad de 1a DNA"-PolimCrasa B, e·r(u-n: si-;;t~i1lll'dife~C-nte aÍ 
~, -,~-.,, .+•, '''.·~'1-.; ~--,,,-~ -···\''·'· "~-·~,. . "-- .~·-.. 

que provi5~-~ fS~t':'.rfr~if,f\º'·~e1th estudiado .;1_ efecio d~-~~N~\~~·~T~;~~;~~~~~· 
sobre In paf B de trigo y él de PCNA de a"rroz sobre Ja DNA.polimcrriSa B .dci hum3rlo. [iuc/u~I 

" .,-::_:,''.' . . ·; ·'·~-:·· ~ ·< ,'. : .. , - - · -. , - ' -: .·. ·-. :. ' - ~-: ';' !;;:;)·'~:-~?-t._-;~~'?1~·5~c;~Hz~--f'.:::.~.:..{1-.-- -~~"-·.' 

et u/. 199.J. MatSun_1_~10 ~t~a/. 199..f]. pero no hay hasta el mÓmcnto. ninBúíi··rCpCu-iC~Cn'."dond~ 'se· 

rnucstrc esta intC~:_cióTt _en_ c_l 111iS1110 si~tema en __ plant~s_ .. ~ .. . "-~~~,=>:·'~-:!~;~:.;~!º?::,~.:~~~.(\:-:':~.'~.--_.,'··.:·.~·-: 
' . J _::!· . . -.-:-:::~- ::2 ~~~~-)::;·;i-~::~~!;?t~~~:~ .. '·- ~ .,_, 

En este grupo de fr~baj0 sé ha estudiado a PCNA 'dé maiZ.y SC.df!l~~fnó)Jú:~:-~~istC~-d~s .. 
• . . , . - • . . .· , .... < .. -.".;·.:; :r'.t~:1_,:~-~~;~~~:':(~·V;'.'·'~'t-~;~~~:~~2t~~-·:t~·-~,-~-.. ~¡ ~-'.·--.-.r :::.· 

genes que codifican para esa proterna [Lúpc•: et al.· 1997] •. La 'secuencia del. marco· de. lectura 
. . . . '_., .- -·:_·: _·;~~ :·~.- ~-~~':: .. ~(:::·~·~_::~/?:\~:~~~-t~~t--:~~-~~~:'.:~~\:f.~·::. ?:~-~· ~. · .. -:. 

nb1crta en a111bos genes es v1rtualn1cnte rdénllca y solo· difiere en das reg1oncs,3• .. y· 5\ no 
. ... . . -. 1;: .:::·:,::·~ ~~~·:T,i',-:;S:~_.fL-~:_'.·~~·:t~:j·,~:-~1r:~·<\~:.:;~i'.~:_~,,:· -,z.-·:.;,:·-1. ·~, ' .. _. 

traducibles. El cDNA de uno de estns genes ha.sido,clonado"én_-·e1·Vcctor:de:éxpresión· 
'. - ,_ ·. '., _: ·~. '.."'._ -~~-~-¡.~~_,.~;\:~<~'. . .:~;-~~~-~~ f-Í~~-~~>-~~: :~??:>·,~:-, -~. ~.:" 

pPROEX HTb (Gibco-BRL), utilizando las enzimas de réstricéión· Bam HCy Hindllf·y la 
, ·, - « :~·; ~"'·:··.:~_:_,{>:e:<._>;:~~-~; !8~:~~.:· 0·:~;-~:.-::·-~~::r(~;;:~}?f·>~~-ht~~;-~ ~Y-'?-~"-'<¡·:·-~->~~:--!---< ... 

correspondiente proteína fue sobre-expresada.· .. Este.·, vcCtor ·;-de ·.:expresión).rigrCga ·.,·seis 
•, . . .-.: ' . '-~~,~" . .-·_.-. ~{¡<>'.·~~~-¿·~h-;,:~~~:(?;:~-'.·~~~~j:~';f'.i?h-·~:;f.~~'ff~:~:;·;¡. _:::~~?~~~>~·:-~~:·;,·::~~;e-,,,:_.:-·: ( 

histidinas en la región a1nino terrninal 'de la-:prot~ina;"re~ombinantC;'Jo;"cu'aI facilita·· su 
'"" ·,, . .:-~ ,~· '.-.-:•. ;.:,·h;: ~:,.- ;~·:·,-·:·_~:;.".~· .· ?:--·~ ,:;,,;;:~:;/~(?5:t.::~;~f;.:c,/~"-?~~-t~f:~.~-:_','.,i~;~~ .. ~;¿:f?~';:::-::~;._~f,t~ ... ; ~_:~.-:·"'~':·;.,:,. -.:~:-:''.e: 

purificación. debido a que las histidinns sC unen coordinadamCntC al níquel de una ·columna 
.. • ·.: :: .... ~. · ·. • , 1 •· .... ~, .-,._ · :- /r ·_::·\:\-i4--'<:~"~.i")'•:~q~;~:\°"~~:~r::.,:r>i;;_~~.-:.~~---;~1;~?.:·-,~~. ~'-:~-/.-' --~-"':t .. : 

de Ni- NTA que es utilizada para su"purificaCiÓn.'.S~, ere~- q~~e',,,;Stlls his,Íidiri"aS flc; 3.fectan Ja 
, ' . . '. ~ . . . . ; -, ; 

funcionalidad de la protein~ aunque esto está por corroborarse. La proteína rccombinante 
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se usó para obtener anticuerpos con Jos cuales se ha logrado determinar: l~. o~tog~nia de 

PCNA durante la crnbriogéncsis y Ja germinación' del n1aiz. PCNA se encuentra presente 

durante. las pritncra~· ~tapaS ~de. c~~b~i~~éOesis. y su-. cantid~d -~~ene a~- Í"li"'.'elcs m~~ bajos 
"·~/~ ,- ··.~·--.<~:.;:~<·-~.-, ;·.··~:.'. _-:~:. . - J - '. • ··.;>_"·~:=~_)·\,'. _ ' .. ·:· 

durante Ja· madurüción ·de" la~_sCíTiilla{ loS·- niVcl!!s de· .. PCNA .. ·sc in.crc.l~cntan :.-l1Ucvrii11cntc 
. . ~ ' ': .. ~;·.t ·.· .. · :;;~, ·.- " : . ' '·: '._ .. ~.:~.:¡~: -~ .:-~ .t"~~~;:·.:.d~· ~ -.. ~:.;~}; ---,.: '.,, ~:~,~ :~ ·- .. ;: .;;.;.'·: ~- \ :.~i.\i:"'.;} ::~::-t :; ~~.:--· _,_ .. < 

durante la ger~Í.inación:\ En : (ll3Íli~s .tpQC·~. s·e .. ' sribC_~·acCrca' · de_-toS~ cé.:uÜplejoS~_·prolcico-~ :'que 
·. -._,; .. .. :.~·.,: : .. :-;-_:}.~:~::/:1:;:t ~('/;: ... ~~~:-;:~;:::.:-_:._;;i_;.«i;r-;;-~;·.~~:·:Y~~~j:".~, -lt:·::.·_-:-.~ j;">,:: ... ::.~:. -:::.:,··":: ¡_-.:jk Y:J;;f~'.i: 1}~~··!.~~;f,'.?~~~" '<: ._ -· -· 

forn1a PCNA; ·e~.~~ ·grupo __ dc .invest~~~d-~-~: ha -.~e~ortad.~;_,:u~-." _PC.N~: .. ~e,, ~~~.~~- ~-;u".~"~p~oteina 

:::b:~:'.i:~·.:~ii~:~!~~::~ri:ZA1~;~~7~jj:~:sd::··:;j2};j¡i;:/1tf f~J~~~c::~~~~ 
.·: · -_ . ·.:, j-l_,~-~'~ ::.:-'<~: · '.·: ~ .. ~~~<.- _ :;_: ". · ::.·:·,,· : _~.;_;:.,: -... :·.' >: ~'.:: /\ .. ·~"-·: , · --.. :·::'o:>'r.~: ~ ~J >.: ... _.~}'.t':..·;~·-)·~. :;-}:.': ._;·. ~: . _ 

tlcpcndCí1l. kinasc;~ por".'." sus ·sigla·s ·Crl inglés): coñ; pesos····aproXimlldOs·'. de.: 32,- ·y: 36 · KDa 
" - ,. '!'-/" : :. ' .... :·~:"~"~-<-; . . . .. : ~'": ·~· '.' .~ -..,·, ,,; "'. -: :. ·>~~-;,'.;:?~}1':;t,f;;~ ~<~-,~ .. :._ . ' ~ 

respcctivan1ent~, h_1s cu~Jes se pien~~.-qu~ son.dcl_tipo:.CD~.-~ pue~ ~º-~~!<:.~~!1-~l ... _~on~ini_o 

::~~.:~.E f:s:o:~ªj~:::c:~l;:it~:~;. ::~¡::1:···f ~r~~·;o~f~t?~~·if {t~~f IT~lf~~:·:.::: 
ÍStinchc= et a/. -2-002r"·.c;.. . . • . · .. -,L.! - ,~,~-; •. ". '":~(;~~:-¿:;-,:~~-': :~-:~::(;~~k~~+~i~~)/~-, ~ 

Otro motivo de ·.cst~~.i~. ~;···este ~rupo.¡,s,·~.1:·~~ia~~!.i~=ó:1b1," l)r~:~~tf;'.~~:~:;.~~;IT,i,:~:ión 
del n1aíz y PCNA se. ha

1 
co:nvertido: _en una, proteina _clavc:.r: Se.i ha~CSt~diado_. el ·'efeCto de 

l'CN A de . rnaiz·::b:~~~~~;~~~¿,~~l;;~~j~#~:-~~~~~~~~t~,~~~1~-~~~~~~~r~~!~~~J:~·;i·,~~·. l:~· 
reportado que In~ DNA'i-pol :_·2;: de.~ rriniZ~_'._'es :·una~: DNA,j~olimerasa· del (~tiPo<ci: :·por· el 

con1portumicnÍo.~.~~~~J~~~ .. ?}i~~~~!~:lf~'·~~~~~6~·~;f;~f~~i~*~~~·~~~ttt:~~~~;~~~Ó··t~~·l·~' 
DNA poi 1 podna ser del tipo O ya que _fue ligeramente estimulada por PCNAr [García et al. 

1997] ~ sin c1nba;~~>'.;~.~ -~e ;;~-~~~;~~:i1~izado. las~~~,~~¡~{~~~~;:·;_:~~~·-~~~;~:~~¿~~>:~~~:-~~:::'"~~ 
DNA poi 1 de· ffi~¡~·~:¡~~~···~·li-0··:1·:~~,~· 1 ~:6~A~3·:~-~-.··;aS- ·n1isñ1~,;~-~~~~:~.~~:~~:i1~n~s··--~~--tibía la 

1 ~.-~:r "!~ ::-~'<(• ·· :<,:>/,{; ·- .1·;.-'<:c.-..: 

actividad de la DNA: p0(2. Es~os ensayo~· se realizaron ~tilizand<:> ~~A áCtiv:;ido' Y_.111oldes 

de poli (dA)-oligo (dT1i.JM). 
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HIPOTESIS: 

El PCNA rccon1binantc de 111niz csthnulan\ la actividad tanto de In DNA polimcrasa B de 

lcvaduru (.\Cu.:churomyces cerevisiae). con10 de Ja DNA polimcrasa 1 de maíz. dc1nostrando 

así que la polin1crasa de tnaíz es de tipo O. 

OH.JETIVOS: 

OBJETIVO GENERAL: 

•!• Estudiar el efecto del PCNA 1·ecombinante de maíz sobre la actividad de la DNA 

poi t'5 de n1aiz. 

OBJETIVO PARTICULAR: 

•!• Sobre-expresar y purificar a PCNAr de 1naíz. 

•!• Generar antic_1:1~rpos ~!rígidos contra PCt:JAr-dc n1aiZ. 

•!• Dctcr1ninar la. co~~o.si~~~-~ (mo~61nei-o. dímero~ t~-ímer~ o ~ultfr:ne~¿-; cÍe P~NAr de 

111aiz n1cdiantc cromatogrnfia de exclusión molecular y/o con geles nativos. 
-. . , .. -. .. -.·. 

•!• l~etcrn1inar el efecto de PCNAr de maíz sobre la actividad de ta·. D~A. poi S de 
·' , ~. ;; 

levadura (Saccharo111yces cerf.!visiae)~ enzima . utilizada ~~~(( ~ó'O;~OI de nuestra 

polimcrasa tipo B. 

•!• Dctenninar el efecto de PCNAr de n1aiz sobre la actividad de, la DNA polimerasa 

tipo S de 111aíz 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES 

DESNATURALIZANTES (SDS-PAGE) 

bisacrilamida 30:08. 5 mL d,;;b;1ITcr Tris pH.7.s (0.?5.M,+sOs 02%).:5Ó µL'dc pcrsulfato 
<; .. ~· -·~..:-s'.:·: .... ,-;-.~ -·.~.::. -:.~ ~·>·.-· -;<,::;:,~.:_,~" 

de amonio J Oo/o (inici~dor); 5 í.t'úfofTEMED (catalizador) y agua p~..;i co.ri1'1ciar un 

::::.: ''.:'.:.º ~ ·;:;:;fo&5J!r~~~i;~t,_' __ ;_;1_m_ •. m.c~_~;1 ci_.~_l_·. Y_·: __ :_\_·.1, •. s:·.n·.··c··ª,····d·'·_'._:_._e·s··~.-~.ª-·.·_1_·.~ .. P'.~.J.~.:;_n_·.m·.··z·:_:_{ __ .~_e_._ ... ;_A_,_:,_ .. ·.·.r __ ·_·.:.·.~-.-.·.; .. :·1_._.,ª_ .. ~.~.1 -~dc~; 
·;_· <-::- _:_';; ~->~"':i:·V,~~:~f- ;t;:~·~,~i-~t:-:w.-:;o:'.=:. _ , -- - ~ 

bisacrilamida JOios; L5 mL·~e buffcr'\ris•pH_ 7.s ,(0.75 · M +:SOS· 02~_)_; }Siµ~ de 

pcrsulfato de amonio 10% (i~i~i¡;dor):. ¡ :s ¡;~ de TEMED • (c~¡ali~d;Ó;) .:~:'~~;,~·para 
cornplctar un volumen final ~de ··3-~ rl~i .. pa-i-ü· ·e1 SCI apilñdOr; Una-:V~~ · POli-rriCriziido· el gel 

separador~ se coloca el peine Con l~s Pozos rcquer"idé>s y _s~· -·~i~l-ie'.'--~~~-~-~~Í~éiÓ_~··.dcl gel 

apilador en el n10Jde. Al térn1ino de. la- polirrieri~ció~~ el ·g~1.·;;;;~~i~~~: Jd'·¡~ .~·dn.;~~ de 
. .-:-·· ., ___ ... - .. ~. '·-. ,, ... >{(:;'. .. .:.·_ '.·:····-:f'._<~'. .... -~ 

clcctrofOrcsis donde .se Je añaden 700 1-nL del buffer de ~lectr~d<?s O. 7X ("'.er· pie· ~e p6gin?). 

Las muestras que se van a analizar por clcctrOf~;e~Í~":~~-:~i~~O.rDn n~'.~zclando s· ~-~-:-~~~- 6~~fei 
de carga (Tris-HCI pH=6.8 too mM. 011,':2~0 mM2~'sCis 4%. gliccrol.20-X:."az;,ldc 

: éC·.~:'.J>:~-'~:.-/~-f-:·1;S /Y··.~¡.:·/' -.-:-~-~ . , · ·, .. : ·":..\-fr:¡:,:.; :;·.~-::.:1~:-'-.-~~~·:~:·· 
bro1nofenol 0.2%) con I 5 J..LL de cada n1ucstra,· se calienta por 5 mtn a 95ºC y se colocan en 

.: :- _; .. · .. ··, ·. ;~.·- :. '~-~-.:~~),:~'tr.;},;~;;~~.:'.~s;".it{~/~·:::.~,;~:~:':-~~-~:~< ;_:,~-~~~;<r:;~::~iL;r~ ~/,;~)rr~·;:::/_ ~ _ -__ -
los pozos correspondientes.· Uno o ·'-dos.·. pozos··-.deben·-'contener las· prOteínaS·; de-pesos:· 

. , . -· <-,~~.: · :; «:~ .:?.:, -;:-:,I·~~>:<:-~~"-~·~· _ .. _) --::\::,,:~:: .. :~ :~ ;<·:.;>·.:_ ~:.---:/~~~,~ r\~r~-~~t~r1c'··\0f~~~:~r ... :· .. -~ " 
111olcculnrcs conocidos (111arcadores) :· (B10Rad ~o.' Gtbco).:; El_ .. gel se_; corre· a . I 00, voltios 

duruntc 90 111in aPr~·~¡~·~~m-~;·~ilt~:- :.~·y~~~?*;~~¿~;~~·~~~;~~'.~·iE~>~~ú.~:i~.,-~:~~::·.é/7:,'i~~r:;:'fif,~{/'.:~:~~·~t~-~~'.:·~~·_-,, .:ij·-·,·..>:~· 
. .. . .. -. . .. 

• : ;~'·.~ ' ·;. • • ! •. , 

Pie de página: La preparación del buffer de electrodos a JOX requiere de disolver 30.2 g de Tris-base. 188 g 
de glicina y 100 mL de SOS 10% en 600 mL.. 1fe agua. postcrionnentc. esta solución se afora a 1 L. 
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WESTERN BLOT 

Se realiza_ Una 'elccfroforesis en gel (SDS-PAGE) con las muestras seleccionadas :·para 

postcriorinentc :-t,r.ans:feri.r!~s '~ una mcinhrana· de lmn1obylon;: Paro: 1a.~ Cle~trotriti'-tsferenci~ .. 

sobre el,. ~;~_od~.·· d~Í ;;~·paral<;,>·.-Li<'.B. B~ón1111a 2301 (parte inferi~r).· .. s~··; cOt.~c~r(::·ii· ~·pape1eS 
Whatn1a11·:3-~~/~-~J·:'.~i~m~-~amaÍi~ del gel .. se pon~ Ja m~mbran~/dc i~m~·~;J-~~ ~C-~ortada 

-····:--· .. ,_· '• ~ • -. - ·'' • • ' _-.. • - '"· ••• «" • • 

ul n1isn10 ~ñ~_á_~~:~S~~-~-ol_~~n·-e1_·~c;1 Y tinall11-ente Se ponen .. otr~s· J_ -p~~~·~-~-.:~~n·~~~: __ JfvfM. 

Todo esto''.~d~'b·~:.l~-~~-~-deC~~s~ .prC:viam;;nte en la solución de lra~Sferenci~ c2S.'IDM/,.T~is-CI 
. . ., .· - ~ ' : - . . ,' ,•- •, ·• ·,- - ·' ., ' .. 

pH 8.J .. I 90 ,n~M.·~_Iic_~_!1a ·y, 2~%· n1etanol). Por último se coloca el· cátodo y· ~e dej~ ~l'.'D:~sfcrir 

a 7S 111A ·cf~~n~~:~J··~~:-~~~Put!.~ de haber transcurrido este tiempo, se ihcU_J::>~· 1a -~~mbrana de 

lmmobyloii',c(;ri'IO ;..,L ct7 la solución de bloqueo (PBS IX (ver pie_de'pági[)a), leche'en· 

pol~o so/o~:: 1~~~ce1~~- 20: .. · a. Ü·.~o/o) durante 1 h. Se desecha esta solución .y sc.a.~reSa el primer 

anticucrpo"_(vCr pi<:_ d«?.Página) n1czclado con 10 nlL dC la sOluc.i·ó~ ·~,tb1-¡,q~co d~ján_dosc en 
. ' .. . ,· .... 

.agitación durante todtÍ la noc:=hc a·4°C, o ~ic:n.a te~per:atura ambie~te por dos horas. Una 

vez que la men1brana se ha incubado con et" pl-imc:r-arÍ~ié:u~;po,~sC ta"va·con el .amortiguador 

. .: ·. .. . .• 

lavado durante 15 n1in con PBS IX+ NaCI 0.5·M~ L8.m~~bran·a se incuba con el segund_o 

anticuerpo (anti-conejo o anti-ratón conjugados co~ ·peroxidasa alcalina) por una hora a 

tc111peratura ambiente. Para evitar incspecificidad del segundo anticuerpo; después de la 

incubación se lava 3 veces con PBS l x por 15 nlinutos. 

Pie e.fe: págin.:1: Para preparar SOOmL del amortigu;idor salino de fosfatos (PBS) a una concentración IOX se 
h;icc lo siguiente: se pesan 40g de NaCI. lg de KCI, 13.6g de Nail-IPO.,w7H20, l.4g de Nal-f?PO.-J-'20. n esto 
se le agrega agua dcsioniznda hasta un volumen aproximado de 400mL. se ajusta el pl-1 a 7.4 y se afora con 
.-.gua desioniznda hasta el volumen final; finalmente la solución se esterilizo. La mctodologfa antes 
mencionada se realizó en las mismas condiciones tanto para el anticuerpo a-PCNA ( 1 :3000) como para el 
anticuerpo a-Histidinas ( 1 :2.500). 
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La identificación de las proteínas se reali:za con el siste~a de quin1ioluminisccncia ECL 

A1nr.:rshan1. se cxpOOe la película de rayos X por 3 n1in sobre la n1cn1briina. ·finalmente se 

surncrge _la pe~í.c_ula _e_n ~'ª~ ,.~ol_ucio_ncs_.de revelado y ~ijada Kodak .C?BX __ diluidas siguiendo 

las ins_t~~~cion~s-~~~I_:."~;~~!~-~-~~~ p~ra .. ~i~uali-2'.'Br _1.~s_._b~n~~·'·"e(·¡·¡~~P~.~de exposición de la 

película ~obre)~ n~én1.~;~~a p~·;:de Se~:-.~~riábt~.désdc:J~:-~eg··.Jl~~l~ 10 ínin~-

T•Nc16N oE .~As'~R'.9míN.As o~•- GEL coN/\zi.J,ri°DE;cooMAs1E 
'.: .. .,_·;--./~<-.'_;:" ·:-:·:.· 

.·_·:¡;, ·1··.'""·;· 
··;;.. 

Se añade al gel. l~ -~ol~ció'i-l_á~-~ZUI d~ .. Go~om~~¡~ 'cCriOni"h~¡é· G25 0.05°/o,. HCI04 5.18%) y se 
~' .' ::';<: '~· .".' ·~ . 

deja en agitaciÓn-:p·O:r~~-0 ITI.~n.~·:_~-~~~d~-~~.:~siC.~~e·~~p-~ ~-~-,;~lilnina el colorante y se le agrega 

rnctanol 50% y se.déj3~~-~·l·~~~-~~~o·11ás'~~- clUc ~e·ob:~~;n las bandas de interés.· 
".. . .. ·;,-::;.'"' " - .- .·. 

Se aislan colonias de células. transformadas· de' E.\·chericJi.Íá 'co/i .éepa7BL2t riEJ con el 

plas1nido que contiene el gene para PCNA- -i~errCra et -_Ítl. ·:ziOo].:: ~s~-~ ~.-cepa·;~~-~¡~~-.,~'~ª alta 

eficiencia de transronnación y·, es cO~~-~~iaÚ~~:~~;·~~.~--.. ~i;~;~~~,¡~S: ~o~~~-~,Í~~~· ... ·.~~.-~:~·ás. es: 
,·. 

deficiente en las proteasas OmpT y LOrl éon· 10\:Ua1 .ke 'dis~inUY~ J~ ·p~C>t·e~~iSiS ·dC prOtefnas 
- ~-~· .' .;, .· ·.~.- _.:~ 

recombinan tes. Esta cepa es utili~~-~ .p~~. p·~?.~~~-~r:·~·-~-~s._'_~}~~lé:~\-de:'~~p¡.~~i~~ ::~~-:"genes· 

clonados en vectores que conl~~Í1c11;·~1:;,~~~~~~~~·~~_(-~~~~~~i~·fri~=?:T?;~C~.·~~:;~,~.Í:4···~·~:~~~~·~'.~;Í)~·-~. 
En este caso el vector utilizadÓ ~s'·c1 'pPROEX. 1ú,;:L EI5kc;ri"~~I t ba~te;iófa~-;,:TI que 

:: :_ :_ ·-{').>::.: ·¡fi\_ : : ;~_:;·: ! .>.·: ;,_ ~-:_< _'' _ ... ~-· ~ ~<. :\'.:.\ ~.·~<-\~:~;:·~·.:;,;·:: :;~ '~"/\:;~---~ .~;:) ;·: :~:\~~:- :\.:; _._ ' -. 
codifica par..i la RNA pOJinlei-asa -rué;_IJcvlldO~· al. baCtCriófriSó A.OEJ,. .q.tiC,-Cstá~ iótegiado. al·., 

,-. .. ~. . ~'"·.º,, .. : .· . . ' ' ... '·- .. - ,.·- ·~ - .. _ - ·-::.:·:.: ;·~¡~:· . 

cron1osoma de BL21 [Maniati.~ 19R9]. se toma- una colonia aislada y sc'irloCula en medio LB 
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liquido con··so J.tg·de arnpicilina·por J.tL·de·medio. SC incu~a durante 12 ha JOºC. Al 
·,_. ' -. 

térrnino de este tiempo ·se ionlan ~l .S n1L'dcl Cultivo DótCrior y se transtiel-en a 1 L de medio 
·.:'.·: :, :< :·' _·· ·.·. . ·. - ··.·· ... -

nuevo co1i arnpi~il~_na.: Se i-~~u~m~;·p~r.2.~ h a_·.J\~~G-~ª!~ ·.qu~. s~ í-cpi:oduzca":_.~ris bacterias. 

Se le agre~~'e-:is~r~f ~,¡1,g~s;r';f1.~~i? 0,IIYJ~}.Y. ~=~'cf,~.~~n.:raN.st d~:::s .~S ~º7,~'· ~n.de 
inducir Ja· -~ra.nS.C?riP,~ió~~·~el «gen:c .. ··:·en':,.~~e~ti_óri~: ~-e.:_i~cUba: .el :_':~l!i~.o~:por.}~: ;h~,3-_~a mis1na 

tempcrat~~~ i '.~', ~~~;;¡¡'~iJ~~ 1 ~'ii{1;irJ~~n;I~; l>~cl¡;~i~s :¡;¡,; íó ~i¡~'~' .Soo() 'Qin:a·.<Í;,,:; y 

finaln1cnt~/~~::·~~,í~J~íA~~~~~ :;·~~C. (dC ·estn · .• ~~~~~~ ~J~~:¿~- ~¡~{··~!~.Ü~~~~~~~-:,.~~~;:·.~~n ·par· de 
", «·· ..... <· .;')_ -<~>;.-·>-·:··- :-.\-

días). . ,0;~:-~/-·i:~> :!>,:··i.~· .. :,::-.'.--.-: 

Las célul~r¡;·~,J~'.~~-¡-~~;~:~:¡~; r~S~jsPc~~cn · ~ri. 20 n1L, de ~nlo~igulld.~r- d-~. l_i~i~ ,.(Tri~. ~I-i=S.5 
S0111M9. p~~~·~~~~~io-"·~~~-~01·-.-1~ .. n;M)~·.se adi~i~~an:80- n~g de~lisozima·.·;· una ~~Jeta de 

inhibidores dC p~~t~~Sas ·y sc:d~j¡¡' ~~~ub3:~1-'J.:,:h:·a''i0·c~\~·~n a~ii·~~iÓri~·:·~lii~ri~~ente9 . ·¡~s 
células se sonican"a 25· I-lz p~;.-- pci-i~~t>s.'.de · 15 scg

9 
-dejando, repos~ un~s c·u~l~-5 seg~ndos 

entre cada tiempO. hasi.~ i:O.mpf~1ar·2:·~ .. :"f~.' Se ce~i~ÍfuS:ari- d~s veces-~ J ooOo i-pm- pO'r 1 S ri1in 

a 4ºC. Las proteína~,solu.~J~~ ~:üe·~~~ái~~:~U~·~ri,~~~·4 sc.·10C~1iz3n·:e~ el ~~~r~~-~d~~t~.-
"¡.," 

-'···"-

PCNA se aln1ac'~1~~\e'ri.;:;~~~~~~-~:~~~<i~~~¿·~i~~;·· SránuloS qu(;::--~n~>están unidos por una 

111cn1brana fonn~~·0~-;~;~~-1·~i'~~{~~~~'.;~l1~~¡~·,;~;~ih~~c~ió;,~-ccj~---i~"fG~·- ~Stg-i'2~-~~0s:_Se h:allan 

en el pellet residÜ~I d~~'·¡~~-fri~º~~:;;~¡~-~-~=~.-- rri~(d~~¡fi~~r ri:· rCNÁ'.~J~- ~·~Íi~l !·~¿-,;~;J¡p-e~c~f~"·cn 1 o 

mL de buffer A (8;};"'t)~~~!''Ó'.}:ivf'~~H2~~Lo.:<l1';M'.rris·~¿;1,'~H::~.o);~·'¡;é)¡{ 1C>'c:J~1 se 
desnaturalizan tod~S ·l~~::~,;~·~~~~~~S: ~~i~~·~á-ié·~. ·ei-;Ii~hd~ ,~~::c~~~i~rt;g~;h :i.ibbi:/~~;;/~cir 2s 'ffiin 

.. '' ··. .·• ,. '. - - .... -·· __ , ·· ... ' 

y se colecta el sobren~danic:· se c~uiiibJ.a' ¡~ .. coiun1;na-,d~· nit]uel 'cOÜ-·2:. n;·L .d-~T"búrf~r A .. 
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prcvimnente c1npacada .. con ayuda d~ la bomba peristáltica haciendo pasar, la solución a un 
. . . . . 

flujo de 2 mL/mi~; hecho csto,..se h?cc· pasar la mu~stra proteiéa al _misn1o·fl.~jo, ~~lectando 

la frucción no nbSÓrbidÜ.. ,/' ·'";:~.'· , "< .. " :, ~-- ·:-; < ;\· ,< ·.·1 • • ,_~,) _;,,~ ·- ·: :~ 

La resina se fava-2·V~~~S ci1da'·u'n~··c~;.{ifnlli. d-e bi.ltT~·r B c8~M urca .. o.i.;rVfNlll-hPO~;O.ÓJ 
: ;_ ···- ,. ·: : .. : :: .. ,~---.~-'°:~:.: ·. :: .. -~;' :"·;~:< =-\~:~::·~;·:-~iY/'.·-:::;~~-:~?--,.:s~,,:,·<~º-~i:-~:.:·('~·:::_-~;-~\;::=:~;1::{~;;·;x.t.:.:t~'.~'r: =.:{{~::::.-~?/?!-:·-(<:·:::,\~> .· . · -

M Tris-CI, pl-1 6.3) o hasta que·.:1a·ilbsorbancia a 280 nm sea.cercana a'ccrO.,_~ara eluir u la 

:·º;";,~,:::;;~~~~~~~~,~~~~~'.~i~}1~~~f~~: 
aproxin1adm11ente: cc~O~- Est~S · fr"acciOnés sc""cOrice-ritr3.n '.Cii' tubOs Centricon· 1 O. y· se guardan 

·:_·;: '~.<-';· : .. ~·~¡_'::.-·~ - ,r,-;: .. ~,~,:-.,.:-.<.~_,;;~~;:.:. ~·--«, ·:'-,-!~-'.~\:·-·:·.~~-- ... y., . ~ ' 

u -20 ºC. -~":~~'. ··/_';?_ ·:·:~~:.::S~_{;\'! '::.:.;,:::·>. 
··:-.·(¡f.~"'.:~;.,;.''·,':· .. ,. .~~-;::::: ;:::: .... ··· 

· · ;-~·· · ·-J~~ }··,;_,: :· · <": ;. '· ·s '.~;:,.~~~:·ri~~~:_:~!·-~ ~~·~i-~ · <·.: · 

GENE~~IóN ~~f~;+:~:~,~:~~~i~:A;~T;,~;f::~fü~~.~~M~!~·· . 
. ,;: ; ;:,;·.~;.<;,°~~~~~~:'.i~~·;¡~1:t·~ ,._ :~~~·-.~:f,,:~~~::,:::}> ':l ·::·: :i'~~--" '::'.~f.<--.•. - . 

~:s '::,::::i::~;ª~:¡;;~f~?Íf~:~~l%:~;~~t~~~:~;~~;;t;¡;~~7i~{~~~tó:~:~~:~~:: 
111arcL1dorcs de PM ~n s~s.~~~~¿¿~¡·v·~'~,_·~~~-¡)~~·-~:,-~~- ~o~e: uri~--~-"DS-~~GE:· C<?'~~_O_:,~~ ·_inJ,i~a en 

cstu misma sección; ll),)~~ila,·¡~~t •. J>5~o\ rií()I~é~lar ·~e.~n~r;;~m:~:;;;;{efa~ 33c KDa 

::::::::,::::~ ::r~:~:;::~f~::,;:~~~~~~~~l~g~¡;r:. 
las partículas sean firills y, hon1ogé1lc3.s .. :Se rcsuspcnde eritánccs en ~5 "'111JJ:~dé:: ~BS-~ 1 X.y. se, 

. :_·_.·J ·:.~ · _:~~-,'-) ::..-: ;:_ ~ ··_ · , ~:·_:_ - ;:·_'·., '-: .. ·/:::::::~/· :'~>.,:,z~: _:!~~~~;~~~;~~~J~\::·\r~::G;x:-~:r;¡:.:f;:~~r ... ~-~ .... · · 
ton1an aproxi111adamente _ 2.5. n:iL· de: ~la suspcnsió:n~ para .. iñ)'eCtár;:isUbcütáneanl~nte;a ·_cáda 

-·~: .~ "·~ ·(;-/ '.:·~·-~:-:::'·~·: · '- .;~::.,'- ·,:.::~ ~-\<·.~.-.::.: .·: ·;~ ·--.-~::.~,i: ,·:.\~/~:r;~-,~~~::~,!;:~~r~~~:i:c;r:~1~s~~12~1~;J::,t~~-~~x~~, ... '·:~. ···:·· 
uno de dos conejos· (raza Nueva ·Zelanda ·de,.-2 · 111eses-: C:On ~2.:~Kg~·.::-Cada"'::_'Uno) ~una :._vez· por 

'. "':'.', ':. '·. · .. ~~~ ~:~:/-~~t:: .. :·:·.~t~·'.· -~.: · · ·.'.\<":_,.:e::,;·:-~:::;: :~ ·: ~Tf~;~~?-~'\ ~.1·~-,~';~ "~:/~'.::"~~r_:~.;~t::,i};~~r;;;:r;.~;~~P~'f{~::;:.:(:~"'.'..~::.,~, .. · ~:: · 
scn1ana durante 1 ·mes "aprOxilnadamcnte· O bien inoculando ~efuerZo_S dllriinte el tiempo C¡ue 

· · · ·'· "·;-..- .. :-... ~ ::ic:i··:.i··'~,'- .. · ·» ····:·::e"'>-:·:,~~:· -:.--;:~:·.:-."':~.'::~·:;j?;),/~:~;,~v~~:::.":.n-.;:-;_i:,.:\?,c.~::-~p;~t:;::::.\ii:\',~\'.f'·~-::- · · 
scu necesario plll-a ~- ·1a:'·'.g,c1~~f?ci<?1l ·: d'?,·;: "ál1ti~u~rPc:>.~~~,:-.·~p·Cspü~~: .;1_~~-~---~·~· .. __ rcf~~~Os~.·.:, ·con 

concentraciones de 0.2 rng de proteína recombinante aproximadmnente. se hace una sangría 
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de prueba. se obtiene el ~ucro y .sc.:.!1ace un_~cstem Blot c·on·n1uestms de PCNA positivas y 

n~gativas. probando el Suer~ prc_:inmi11ie_ y el suCro. ii:imunc ~ una concerllración J :3000 
~ ' - , - . 

pnra ver si Se l~a· g~~j·~~d~ cl'a·~·t¡·~~eíp~ ri.~~i~PCN~;Cl.c 1l1aíZ; cS decií-. si se rcConoce o no·a 

Ja protcína.':.Dé ~O s·cr a~tf~C:~¡¡::~'J~·~~~01/ias ió-~~cc~·~:~~~~ hiiSú{Obt~ner'cl res~ltado :deseado. 

·::;'~ff;;~¿lF~~1~.J~!f(·tf,~~;'.·r}'i;,{[:~F-t;. e:., ·· .. · ...... ·. • ··. 
INMUNOl'URIFICACIÓN·DEl}ANTICUERPO. 

:h• , : - ,,"o~H7. ;~i~f.~~.:~~~~·>; '~~<=·< 

Se prcpan/u~·~-C,~í'isos..:.PAG·E~:~~ra pr'ote.ínas con·un peine que tenga un pocillo'central 
,.~r~ :.~;';~\:t~~~i.~~~i~'.:!~t:~~~-:/':'_ «·: '.-.-->:... ·.. ~; 

continuo d~ 6~?'<~n1·y·~~':>~<:>'do~ rc:>cillos pequeños a los lados para los ~arcad.?res de p_eso 

molecufa~. ~{fa~~~~~{f;~~:p)~'.·:~s de PCNAr de maí7- El gel se tran;fi~r~ a Immobylon y 
se tiñe revers1blemente.'co~ roJo·dc Ponceau S para detectar Ja banda.~o bien .. se hace uso de 

marcadorcs'~~~~~~~~',~;~l~cufa~, pretcñidos, Jos cuales al.· hacer I~ tr~n~fer~ri~id de; gel.· a·. 

:,::~::~¡::2r~~;~;;,~~~;~,::~:c c::c:~:.~ad;::;~,~~;:?~;~~~f ifi~~1í!t;~b!
1

r::e: 
agitando en -posicic?n~hOrizontal 'e.n ·,u11a 'plataforma: ~?Sculañte.~:se·~toman·;_de-=_O.S~ ~ ~ mL·~:de · 

_. ·' ; · __ ·,:~ . ~ -:~;;~~:-:~:-~:?·:,''.:~::_~~ :.:~'.:{::· _·. ~-.-__ :; · -:· :'.'. · .-· ~;.:: -~ ·-: {~jY:~.~ -3~~;:-,:;_:;,;tp~;<~~:~:~~; ~;~*~:-}11~~.'.bf,{~,i'r;;.{~:{-;',,:;~:-~ ;.~_r:_ 
suero y se incuba con· 1a:. tira de. In1111obylon · dul-antejJ-2;héJras a 'iemperatul-a 'ambiente.". Se-

. '._· -::-:. -_,·~ ;,;~3f:>;~-:~\(::~ :~~~~·::-~)~~.¡ :-.::r:: '. :;; ::L-· ?~~''.~?)~~~i-~f\~:;?}Z~t~t7.~'f!;;f1-~;i~~-;;~i~-r<Y{\'J~}~L>~!Y!~'.~\ f ;~: ;~ :.,-:·· ·<, . -
lavn 5 vcces·cs m1nuto~·cada una) con 5 mL.de PBS.{JX.y,"se·asp1ra b1en·todo·:eJ liquido con -

. . . .:,,·: : _-. ~ )/'.,->~~,~: :'--:~~~?:::~;;·;:~i~~:-~-tS~~~~>:t {~'.~\\~~Y1:L;"·:.·jr~:.;{ ;;:r.~:~~;..~.~§~;;;~it~~~~i~:~:~~·>;Jrt;,~'.·.::~;L· 0 .. ·::~~-::; :> 
una 1111crop1pcta de. t mL,.'se·eJuye el ·anticuerpo pur1ficado:.con,O.S.n1L··de.n1ed10 de elus1ón 

·' : , ~ ?~;~-_. ~2 ·::·:; ~ :\~:. ~· ~ :~~~:~:-:·.'~~- ~~-:;~~.~ :,;,~~~:,:;\:;~)ii:·:;~,,,'~~'.(~~~f~'.<ú·:·~:~;~.~-,;.:~~'.~~,'.r?'.:~t~f~:~ ~:~.-:~,;;~:~ ~~ ::( :~~~- _. :\, -'. :. 
(glicina 0.2M pl-J .~2.7);;_-tras,iriCúbar-: 15, rilinlitOs'J)ara~e.liíii-~él arlticueij,o~'Se:neiitraliza c'ofl 

·rris- base (aproxi~~~f;:~?;~-'~.f··f<:i~s.J[;f~~e~-~~<~~~~i~Lh~···f,e~~~e~°,;;n~~nc, 
comprobando el p~-1 cO.n: u1.1~-:~I.icu9ta clel.~edio "c:Je.:elusión)( ~-1 .anti~,ue~o p~rificudo ·puede 

guardarse en alíc~ota~.~i~~ina:~-~~~-~~·i~~:.- ~~ ~-~~d~--·~·~~~~~61 b~rii'.q~S~ .. -~:~1ed~;· ~·t :S·o~~-~~á~ ,.~ así no 
. -- . ·· ... " . 

se congele o -20°C. 
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PURIFICACIÓN DE PCNAr DE MAÍZ 

Preparación de 'ra rcsina.:d~ ~i~N~r.~:· c~t~. ~esi..;a cO~ticnc n~quet. el cual es un .. catión que 

forma un.: com¡)Icjo_: · dC.: .. co_~.Z:~.i~~~i~~~- ~-:~~.~ .¿. J~ ·,: hisii~~nn.~.'-::.que, ·· .. C~ntierie /:.la ~ ·. p~oteinn 

rccmnhinantc· e,~ su- e·~·¡r~-rilo h~;~~¡.ri'~:-.;~~:;:¿~:~-~~~~;a··qu~._ I~~ :~~~-¡·~~¡¡d¡~~::·~~,~·:~¿ ~ficll7- Las 
·-~ - .· ,--;;- :-. .··; '• -

histidinns tienen un grupo in1.idaz()I que se.un_;•fuert~me;,te al níq~~J,,)o~rando así que la 

proteína recombinante s~\ ;;n~ f~~~=i~c~~~ ~;'i~{;~;i:~''fi~t;,f.if~~~{¿·s~ a~~ega un 

an1ortiguador que _co":-tiene Una_ Concentración eJCv~éÍ~~-d~: ir11ici~~l '·y-'~;1~- g~p~--~O-ffip-~te con 
-. . . -_.' . _<. _<. -::;'.\·_,·· ::::~ .. ;:' -:"~'.~~-::k",_ '.··:.<-~·.:/:- ·_:: ·; ... • .. -: . ..¡ .. ;. ,: • 

el in1idazol propio de las hi~tidinas ... dcSPln~doi~··pa·~ ü"b~~~~~aj~· .. :~;c;'~~'ina'.::~~c~~b~~antc. 
La resina de Ni-NTA es equilibrada c1)n buffer d.; ~~.;P¡~¡f;N~,ff~;'~¡}·~M :~H;.;s:s. KCI 

::::~.:=~::::~~::~:'.;;;~;;~l~~\1~1~~~~:. 
columna a una.bomba peristáltica y-se'pasan S'm~·cclel;bu?'c;r·'.cuid'.'°d~'que)10 queden 

burbujas de aire en In manguera~y ,C,n '_~.~fliTqfu~~~~~~~~~~~~~rr!~~,~~~~~l~~~it~.,~:~~~ción 
que contiene a las proteína~ sol~bles se haCe.-pas~ar po·r. ta .. ColUfrilíll;á ·uñ-·fllljO ·de~ 2· riíL/ min. 

'· - . , :·',, : : )~:~~_¿;¡, /'::'.~·~·;~:--:·";·~·.::·: ·'o/·~-~>~~{~~J~.:~.~~~i::_rt:-r~t;.{~~~·;¡~.~7~:·i~\,~.i5_~.:~ .- . ·: 
a continuación se lava la re~i~a coil· JO 'mL~ del buffer:de'·accipla'miento::;;poStCrioí-mente;;se 

. · : - --:.~ ,:::-:_ ;- . :~:·,·:{.:·'.:~:-·:··.· :.·:~···:'·:".:.-<:/i~:::\·1·;~-":~-j~/~-~·~-~~L~{l:-~;J\(t.\:;(}':~~'.!>~;f~~:1\·.:;~~*:>>i>.<.:.: .' 
realizan 3 clusior:ies ~e.- t .o, :n~~ ~nda. una c_on .el· bUfTcr· ... ~.~. ~~C:-P~.~~~~'.1~~~.~--pe~<:>'..co~tenicndo 

:::,:: ~.::;.:: ~~+t~i~i:°Ji&:f ~;1~~~~~~~t: ::.;' 
Estas fracciones se c~ncén·t'ra~··cn tu·.;c;s c~ntrican·j_o Y.~;~ ~~~~da~ ~·~2,o:?c .... '.·; . 

. - - - . ·, '." :: · ... ;'.. , . '· · .. 
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ELECTROFORESIS EN GEi- DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES NATIVAS 

O NO DESNATURALIZANTES 

El gel separador se prepr1:i-a _mCzclmtdo 2·. ~~~J ... ~~ b~ff~.~ ~ _(~c·r~~~~-id~:. ~~~.~c~:~J"~0~da ~.~·:0.8) .. 
2 mL de butTer B (Tris-CI ·pH·8.9/TEMED 0.23%).y.'4 ínt.de.'buiTeréC;'(pérsulfato.de 

' : ~ . .•.· '!~_ ·. ; } . . 

an1011io 0.15%) .. esta 1nezcla se viertC-cn el 1110Ide pre'ViamcfltC eOsllrlibliidO Y sc··cOJoé'an o.s 
, - ,_ ,1'.:'".'•" · ...• '• ,._ .... - , 

111L de agu~ en la parte suPcrior. pcirn lineari?..3r el-bo'rde suP~ri~r. del ··g~f ;Sb~~~do~~{Et ~~I 
. ' ' - :·-.,_»; . -· - ···~ . --- --- ' -· ,- ·.:::, .-

apilador se prepara mezclando 2 ntL de huffer D (acrÚamida:· ~is~C~il~~-:;¡~ñ)i_:·i~_:25) .. 2· ~L 

de buffer E (Tris-H3Po. pH.7.3; TEMED Íl.25%), o.s mL ~e buffer C::k~:s: ~C:de\1gun, 
esta 111czcla se vierte.en el n1otde y _entonces se cotoC~ el p.eine ~-:;~:. i~~·'.~~~:~~s·.~.~~que~id.os 
cuidando de n~.fonnar b~r~uj~~··~c airc.' .. Cu'a~d~·'cl g~l:)1:n:~o~i~;-~~~~~~;.~t? c~.l~c~:·~n la 

cá111ara de clcctrofOrcsis: en donde se le lli\aden :.7ÜO ~lL d~ b~Íf~r··d·~ .electrodos 0.7X. (ver 

pie de página). l.~ ~~.~strns qu.;scan:ili2'.-irá~~~nl~ ~lectfo~~!~si~Je ~r,eparan.adicionundo 
5-20 µL de amortigu¡;dor· de:cnrga (L25. mL c1.;·.l:i"um;r E :i'.·o.375 ¡;,[. glicerol + SO µL de 

• • •• ' ' ,. ' • • • '" • • ,.. • ' • • - •• + " ' • ~ ' ·-. - - • • ' 

azul de bro~of~~~Ú·.;J~~-Y·s·~ .. ~fora ·a·:s mL).~-S~·-C~r~a~:~;·~~:·at::-.····~~;,·ri1~~~·~do.~Cs d~ PM para 
, . . ~ .. -- . . .. :~:.L~.~:- ·., ·--- : :_.~ : -~ . 

geles nativos (Á-meC~Jl~nl, Pt~~r~llndil. Biotcéll).-: L·a ·el~~l~~f~r.;·5¡~' s~ ~arre- a t 00 voltios por 

media hora º hasÚi. que 'ª,.. muestras. entre.~:~~Sii.;; ;ep~.:a~;;;; ~~;º;,ces .e,.volt~je se 

incrc1ncnta a 150 volÍios por.2 horas n1tls nPrri~i~~-d~·~.;~~t,;. 
' > • .' - • • - - .·:~ _· • ~' - ~: • : • '." 

··-. , ... 
Pie de página: Ln preparación del buíferde electrodos n IOX requiere de disolver 30.2 g de Tris-base y 188 g 
<le glicina en 600 mL de agua. posteriormente~. esta ~olución_ se afora.a 1 L.. 
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DETERMINANCIÓN DE LA COMPOSICIÓN DE PCNAr DE MAÍZ MEDIANTE LA 

CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSIÓN MOLECULAR EN l-IPLC 

'··, - ~- . - : ·.~ '.· 
· · : .:·- - -: : :· ::-:; .':._: ,, -·· .. .:<: ':'-· \,:: l .. ·~·.:.::.·;.' · · · -·· - :~.; >:r.:.:;:._ ·:'.- ~ ~~:, ·. -).;.> . . 

Esta n1ctodología. se. llevó ·a .cabo'~cn: lns ·siguientes Condiciones:_, se preparó un. buffer que 
· '. : · ·. '_..~ · -----~~t;:··. ,.?_: --.;~·-~~~~,:-:~~,.:. :;~1~-;-~~;:~~Sj:_J,~:Pt>~~:t~·~:\~:~-'.{!·_./{~!:::c['.} ·: -.>·. 

contcniu Tris 20 1l1M. pl-1=8.5~,: KCI ~ 1 00 ,-mM./ fl-rncrcnptoetnnol \~JO mM.:-gliceróJ ~10%.., se 
. . ·: - :-· ·.· ~ .. </ <~.:'~~:~~ ~-.:: -... ~:'.·:s ~-~ -~: ·: :r~:-~;~:~~_.:\ .,\:-: -;\:<--:e~i1~0::~~,:J>~+J?:t~::~_~,:~,.~/-\·:<F ~.~/:;,,~_=->;:f:s .,,_, 

utili7.a este buffe.r par<¡ ; n~ vadari la5 ·condicion'."s<cn il""'cuales \se;ti.,ne •a: la. proteína . 

:::::::p:3:::~2~1tt:t:~~~~~l~l~~tt~: 
',': - --::; .. ,, ;-.-. ..;~· :;, . :'·:·--;-

columna los marc~dores de peso molecular dHuf~os'~n .;1.riisf11obuffer\riroglob~li~n •670 

KDa. Gn.;,n globulina bovina· 158. ~Da. o\.~áÍ~ú;;';in; ~ ~;;h;,~i~glo~~lin~" Í /~Da y 
Vitnminn B 12. t .35. ·KDa) a tinn· vcloéidad ·d~·.fl~:Ú~ -~~·¡~~S':~;ri~/n~i~;- des~·~éS ·de·'·h~b~~:·l1Cch~ 

; .- ' . ·. -~ . _, .. ,, - . -- ' ' . .. . ' . - . .·.. - . , ... -

:::~·,.~~º:~::::: ~u;:::ª:;":L~q~;:}~!Shif~t~J:~Ñij1F!l~s;:-.~~r:~:}JJI:e::. 
200 pL = 0.12 mg deprot~iná recombida~Í.;)<í'1a fiiís~i~velocidad de flujo y.s.; colectan 

las fracciones. una po~ ~i~ut~.(:~~~~~~~~.;~5.~~~?~~!f~'.'~~e~t~;·o .~ea; el ~lis~o tiempo 
aproxilnadmnente que _s~e tardaíon en ·pas·~r 1os·m-arCadOí~S d~ -pCso mOlecuiilr. 
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PURIFICACIÓN DE LAS POLIMERASAS EN FPLC 

La purificación tanto de la DNA polin1crasn de levadura con10 de Ja DNA polimcrasa de 

111afz se hicierOn en r¡;r~n·~:Separáda en un FPLé .Pharmncia LKB- Pump P-500. 
' . ' 

Pur(/icap~r!n -~e ;~'.f?Íy~. p01/in~rC!!J~li·Ode ·1CV.i-i~u/.~/-[o;,,~el- 1988]~·-'Todos Jos ·pnsos se r~a~i?..an 

entre o.:4°c~-·LaS .~.~~-~~u~~~tc.S:. ':~:e,.e~/si~<:>'.,~c· .. :¡nC·~.b~i-~n···~ ~JO~C h-asta qúe ·se iUviera u·na 

densidad ="óP!iC·a· ~~~·'.:"·o:s_::, a·· '6dci~.~:-': ~~----~-~~-~~~~-~-~ :n1 ·, P_ro10~·010. estas _-_fuer~~- d~Íia~~s 

gcneros001c~~:C: p6·~-~ I~ '. l\.L·~-~-~- -e/ No'~~·á" ~sd~ci-h'~~::de( J nstitutO ·de· Fi~iolo~Úir"' ,;c;·J~l~l~ ·,cf~ .--,-á . - •.'. - ' '-·- , .. ,. . ' - - . . . . - - --

UNAM. Las Céll¡l~s s~ ·cOO¿~-n~-r:a~~~"Y'~~-~i{rc~·.;~p~;:;,úe~on~ en .·Jn .bufTer·d~'-'r~~h~~~1)1~iÓ~ .:(0.2· 

M Tris~CI · pl-1=8. r ;: 4.i1~' E:r:n:i.-, ro% dd -~;;;~~C>i:_;ma tabl~ta -~~n·~~ó~1i1}~~~;~1~1~ 'de 

inhibidorcs de protcasaslll~r~~ Roche.-4mM de b~ri,,;,~idina y 6 ~M ci~ om:Las é~I~I~ 
se rompieron usá~~~ el ~~.:.i1:' ci~~D~B'.~A TER Bios~:é Pr~~~~~-c'~.&~F11~~{¿id~io. de 

:~: ·::. ::.:·:~f ~4tr·::1;;~;::,:t."~:f~~.~~I~~;¡.~~::: 
con este Jisado:,Por c~da ·litro de lisadO ~e adiCi~lin;~n·47.:~iíi":-d~·-unh_:-Sol~Ció~~~a·túrada-,de, 

• ' e,¡~· .. ·-·:'.~· :., . ..:.:. : ·.~ :·.· · , ~ .. ·. :"' ' .. • , ~' .' :·.·'. .: ·~ "':·~· ~ '~··, ~~;~.;,_:· ·,~ /~~·,:.~:.;·-~:i:,'.'..:::~~;~~¡}·-; ,\~!~·!;;._,- :::.¡{~~ • · ~t'.i.i./·. ~·;'.,;'.-::::'.: ~: --
(NI I.,)2S04. agitando~ sC&uid0.dC:4S mL;:de'-Poli111_ih.'..P.·~ntCnlCCS;1a·"'tTieZda.SC'·agitá:d1.frante .e 

-:~--~-, \: r: :,:; ::7• ~: ;·.::r~-~- ·-~-:~;:: -.:'.~\ ~'.)'. "'-;':~·:.:. ":.~:~~!:s~~:~~~-.e,::· ~:-.:~0~-,;:,,~~~~f=~~~~!,;~~~~~1i;¿_fi~~~~ ~~:~-~::~~;~, ~~~~~::)/~:,,'.' ; 
l O 1ninutos. Lris Células ·no lislldaS~-.Ja~ Pare"d 'Celulilr.~:-mitOCcirldririS:Y:·e1 ~DNA'{ Pi-eCipitado se, 

-.:'' .·:... ;~!\ :'/: ~i.'. -.~·.:; ._:,~~n·{~ ~~\:.~~:.t1,_:~·;;/~~/.,\1:;?¿0:!~~t{:~]~;~~~~~jflf~~~~f~~f~i~·~f:~/:.::~~~:~~,~'i.~:?~\';: :~ ,· }:;:·.~-·: ,~, .:::, -
separa por cenirifugación a.2soo9 g por.)/ho~·y se:separri_Cñ"eLpeJICt::."AJ sobrehridante Sc-

le agregan aproxi~n~·~~e~f~· ;·¡~~¡¡~,~·~;~J~·?~:~~#i~:lr~¿~;[~·b~tf;·~;;~;¿¡1;~BT~{~J~;~~·:::1·~~ ~;de 
:· ·-:: .. :.:., .. ·::~ .. ·;. -:,<, · ::.. >~ ~-~::-,~; ;;1,, .. ;:.?jc~·4':/:i-:~f:;T~?g}c,,/~i~~~1i~·~;j¡~;;ff~·~~:~~~~:¡,;~:)~;~:i:ff~·-~'-; ,·:..::: ;··:;:· :-.:-· · :: · -

glicerol, 2 mM EDTA, s·mM DlTy2 mM"de benzamidina):C Está' se dializa por.'4 horas en e 
_ ... : :. ':-. _~. ))\{j,t.-·~·:_·:~;.,:~-;·c.- :· ~~:_,r{'~~~~,~~~~~~i·.~-~:~;-~tti;.S~~~!~,!}t~:~~:~:-~s~:~:zt\~~~::~f-!i{'_;_~~:,;~1>~~-j:~:,~,t~~:.;~ : .. :· -

aprox1111admnente 2.·.~-d~·:.~:~rn?-.;PC:f.º,.n, .... ~I·-1.i_~<;>-~,:-·~ ... ~~n·~:.c~~~-e~~~~·~.-~?~de) .. I_?~·t~~.;.·s~g·~-~~.~ 

~ª~ f:a::~:: :~ ~:á:~:::tJ~~1~~~i]f{t~t~~0~~7})~~~~:~~~Erf ~~1:i:::~;: -
~._ ''~l.f(.'.·: ·:/ ::.:·' .. :.e~,.'.·;~ .-::.· ,:,~• ,,.,·~., 

buffer DI~ (25 mM KH,PO, n pH,,;,7:w% dé glicerol. 2 ~1M d;; EDTA. 5 mM DlT y 2 mM 
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de bcnzan1idina) .. entonces la fracción 1 ~e carga a la columna dejando a reflujo por 2 horas 

a un flujo de 1 n1L/ n1in. 

La proteína se eluye con.un grudicntc _lineal de KCI que va de 9- 500 n_1M de KCI en l?uffcr 
-.- ... ' . ..· .' .. , 

DE. El flujo en el c_ual.~~ «?l~yc.- Ja proti.:íJ!a cs.~1 1ni5:~~~· d~} · ~~ ~~1i.•~< _,'.--. :.'~,;, 
La actividad de _·poli111cri.Sa se n~ide .a·· 1as·,-rracCio~~~~--~tili~~~~';._c·~~1~·~·~0Íd~- el ÜNA 

- .· -··· ·. ' ,. . ,. :··.·.;.~ -.-,.,, ,-.-···:.~''':>~,;-··~·~···-'-:':··-"·-.·{' 

activado (revisar la sección del ensayo de polin1eras~·). Po~~.6··~éP~,ri~d~~~n~.~~~~-:·bibÚ~:;"g~afia 
' . _, ·' ,. _, - ,.,.- ,., _ . .,;'.·- /"""'"· '''.''~.>".';-·~-~-·""· \•:· -'-' 

rnauer 1988], después de este paso de purificación se obti.:;ncn3 picós.cC>rresp'ohclientes;. poi 

o (pico 1), ~ola (pico 2) y poi e (pico 3). En los ensayos P'.'~~b~~ha~:h~/~c·;#·1;~~NAr 
de nlaiz sobre la DNA poi&. se colectaron las fraCcione~·_corí~~p~~~i:fiJ~-l~~.;~·~·bi·~~-)· y esto 

. ' . ' ~ >;.~~-: ·.:_; _; ' 
fue lo que se utilizó para dicho expeÍ"if'.llCrlto. , . i·. 1 :: .~:~~"::;?1;·:· .. ::·:;U~'!>:.~ /;:-:,:;:..;?ji;·::·:· '.· ... '· 
Se colectan las fracciones del pri111er picO y ·ésto _se· iO.ma ·c~n,-o· I'~{l~dCiÓn:'2~: Lá·.- m·u·e:~tra se 

-, .-.{.' .. ~/·- . 

pasn por una colun11u1 de l·lcparin-Scpharo·~c;-·qi~e. ~S-·'P·~~~"¡.~ri!~~~l,(dq~~J{b~~~-~--~.~~h '.;~~O 111L 
~.;' . "' , . · .... 

de bufler HEP (25 mM KH2P04a pH~7. lO'Yo glicerol, ~~ ~M ·<N1-1.);so •• 2 mM Ew A. 3 

111M o·rr y 2 n1M de be~~n~i·.~h~~j~!L~--,~~:~:i~'.~:~~~ ~~:)~¿~: -~:~~~(:~;~:~:~,~~~-~~~~~~::·~-60·: ~L de 
• ., .!:;::·~ -

buffer HEP y la pr~t~'.:a..1~~Jk~~t~;~:i~,~~t~~7~~}i':t:;de (NH~}iS~~:q~~~~·:,~1:5-600 
mM de (Nl-14)2S04 en.buffer,HEP.~~Se:·mide_:la.actividad.de.polimerasa de iguaLmanera 

. :.:.-.~::•:~·~ó'-.~·: T,>'.~_;.'.;~~;~}\t,t:?~,!f:~,~>t~~.:-~~<:<·.~~-~=::rt:(~f. >. ~ _.. , .- ·, . . .--· ." '<<'' - -
utilizando como', 1nolde.~·D~A·:~·activado9", laS\ fracciones· que tienen::O presentan: mayor 

actividad se 1nezcla1/¡·~~;:~;-J~·~~:;-~~;~~-~~\~io.;c ·~a~ s~· conserv~ción y p~sterio-~ us~:. en los 

ensayos de actividri,d ,~Ot~>~~~~~:d~·.~~~.~~',. 
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Purj/icacirin de la DNA 'po/ii11erO.\·a ó de maíz.- Se extraen 40 ejes embrionarios a mano de 

scn1illns de 111ai~ (Zen 'nu1YS. L~), v~riedad Chalqueño con" u~ 95% de vfabiJidad. los ejes 

embrionari~·~ se ~iSt~n · 3 a .. 4 .-h~rnS previam'ente · n su uso. Se· pre,>~ran ·Y. \:Siei-¡ 1 f7..á~ .los 

sigui.;ntes buffers:.bufí.;; d;;'i~bibicló;; (50 .n1M Tris-CI pH=7'.4./;o.'~'r,:t'K:c1ci.Yo rnM' 

:::::~~XSí~l:it~~;t;I~f .E5f~Jr~1if li~~:?ti;.~ 
. - ;.·. > ':· .. ··~'.'°:.·~">:<'.=;,, .<;'., .. :-·:.:>- ' .>-:.:. :e; '.·/.<·," ... ·:·<:·:··.'Y.~-~:- .2'/:.fc;:·i~ ... ~:{{'.:~~{-¡:;/·_f:,'~~:;\'~·.::~:·~_}_.' .. 

ejes se coJOé:an 'en· toiillas· sllnitariñs CstcrilizadaS hUmCdeCida'S'.•Cri:buffer··de:'iinbibició·n y 

esto a su . vez se. ~;;,;,¡,~~ ~ri u11!1 ·i:'aja; pci~i . ~;.;v;,;~.;~i-~ ~i't~H~f;1~~~~:~~} ~~;~~:;~ ~stas 
condiciones: se ··colo~~~. en uÍla i~1ct~bildoru- ~ 25°c.·por. ·c1: Íie.h1PO "'qU~ /~~'.}~Q'UiCrri''POn~r a 

· .' . ,, .,- · · · '. . ~- ->~- ,._ .. ·· :···· ·:·· ··:>::6~: .. :, ........ ,-~~¿.~i\::.~~~:;~:~::¡,~:·f;:··;:"~~--:·~\r.~.~:,\~~:":::< <>; ~~~./-: . · 
gern1inación .. en este criso fue':on 24 horas. A'continu3éiórl.¿t0do el ·proCeso· se· Jleva"ii·éabo 

• • -- : •• • w. _ ....... __ _. ,· ¡, .·:·~·::~-·.,~'.,~:.::r.~t:<r;;_.-~'"""-,:.:_~·-:·. '._ .. __ ._. 
conservando una temperatura de entre 0_-4~C;--esto· es·· muy~ iiU¡ioit.llniC' parii ... JiCcOnSerVD.Cfón " 

~ ' - -" •:, ' _,'" "~"t' ¡ 

::º:.:~::·~.::;,:::::;:1::;1YZ~~~~j,~~tf%~~~;~~t~·.::. 
2-J mL de buffer de.hom~serii~ciónh~s~J~.~~~g~i;%~~t~~i;,~~~f;~{'.~~;~~;m~;~~ª:· ;st~ 
n1czcla es entonces centrifugada -a ·-:1 O~.O.O: -~m.'.:-~u-~n.te:~.1 ~,.:-~.·'.~~.~º;~/·,et·;·~'~b_r~?~~~~-~e; se 

colecta y se éent~ifüga nuevamente i oó90~~~;,d~r~'1t~f~,6.~;~~t~~{f~~,~~~~-~~ eH~i~an 
Jos restos celulares y los Jipidos.- EStC -Sob~~adariie::e'~ .. c~~-t;irus~do:i:'.l OO~OoO"s..:.dUrante 1 

· . . , ; ... , ,;_,,-. -,.:·:- i ~J_.~;:~·~:.~·-{?_;':'.:S.f:f ~t~;:~;::t (;<;J)~};.;:Jt:·:;;~>~~~1~.~~,; ~/)~/- .-~<:.~ . . 
hora .. el sobr~nad~~te. contiene:~ las_._ enzimaS; y,es:el :C¡uc~se~utiliza';'para~~losJ_ensayos~.de . 

uctividad de poli;,1erasa. . ·· ... •~ "~ · :·~· ::::'(;·g;~:~:7;rf;;~K.~1(~'.;<:\0,'.,. , .••.. ~ , 
Pura poder cargar una cantidad "d"euadaAciP~()t~Í;~~:Zii~.;~1i~,~j~'<>bt;;rl~; ~n.1~ayor 
proporción a· la cnzitna (poi ·a)~;~I cx.traCt~· lo~~I s·e 'h-i~6~·~, parti~·de:S·:~>d~,·~je~··p~ra: lle.vara 

-< • • .. • • • • • •• - .. • -. : • ,. • • ~ > • • ' 

cabo el siguiente pasO de purificación~ El extracto total. es cargado en Una colun111a de 

31 



DEAE-Scphacel ( 1.6 .. cm x 1 s .. cm) previamente e.quilibrada. ,con : bu.ffer PD .CKH2PO, 
. . . 

pH=7.5 ~O 111M! EDT~ i. mM,. 'glicerol 20% y una tableta 'de inhibidorcs de protcasaS). La 
' ·.· '•' / ;- ·. ,, ',· ·;' ·.·' ' .... ··. -· : .. ,, '. 

columna es lavada c~n el mism~ buffor 11a~ta qllé ":º sedct~ctaning~naprotein~ a una 

=~:~;;:.:.~;~i~~f ~~~f 11~l~íi~~~!~jl~N: 
poi 2 o .et el uye a una 'Concentración 'de _alrededor :de_' 120 rilM-de:. KH2~04;• correspondiente 

: ~ · ... · -·~\; t,'.;~ ·t~ :.~~~-~~-~:-~-~r;,~;~~~--~~:~-~~~1rs:,~,:-~,~¡~~:~~~!~r:·,·:· :/; ~ '.~~::~~:~-::r~-:/~TY:~p;:~;.;~~~~~~·r~;~:;tr·:~;r..-::"-'.:!_~f.~~-L; '?--~. -~ ·:·. ·. ·. 
al segundo piCo ,·y sC'SügiCCe CíüC··e1'1e·1:cer-,p¡CQ~-o~A· pof J:'_p-oC:tría 'coITésP:Cú1dCr· O'_ ta pol.13. 

· · .- :. ;_·. <:::: :á-,:~:-~;~:r~·~:_i·~'::·~~<~i{:~,t'.!.::?-~::·::,;::.L~-,-1:_:;~:::.;:::·:;:·.~;:. ?/·:~; :.: ;:::~-!~\~~-t :.;;·:;~'.;.,·~:{1;~;:,i:~·;:/~;·:,_.:~::~~··::. · /:~'; .. ·:. -... 
la cual e luye.a_ una~.cº~~~~l}!fD:CÍ~~ q~ __ ?_lr<:~.c.~~r" ~~ 22_q _~~ _ d~ .. ~H2~Q4._[Gari:lu·e~ uf .. ~.~97]. 

:,::;:,.:~~~~i~~~'~'C:?Lú~:A)<;;:;;:~oé)>;,;.,;,A-
- •-, ., ,_-;_;.,,.)_:~:]-\·>,· -- ·-·-

- . " . ,. ......... , ~:-.. ~)-~~·,"~ _:·- - :~ . --~~-~F"!~~~~~}t~~~!P:::~~- ·-.~:::·;_.~:': .:··:' "'"::·· .,_ · -.. -::- · ... ; . . · ; ··::. · .. ; · ._ -.. .. 
En l!I caso de la'·rCaééión'.con,DNA activado~ éste,Se_llcva a ·cabo .en' ':1.~-_yolumen .final de 

100 ~·L con u.; ~1~~~:~1~;d~~~~;~~;'T;is~ttsÍ~o,'~~;:~;~"'7,'.~:;i<c:1 i.5. nÍM,,MgÓ; s mM, 

glicerol 5%. -p-ó~~t~.~~~0-~t~:~Í,í~-}~:~~-~:~Mi:::e.~~-: ~~ú~~d·~s-d~~~'1i~~- ~~·:;t~~-~i:~-"j 1 ó_;· ~g~ .·ATP 

:::::.:::::~:~!~~i~~~~jr~iimi¡~~t~~~t~~;~;:::::• 
total de la fracción cori acl.•':'idad~·;~l D~A·,a~tivado 'SC'Preparó.'C.oino · ·· POrliCen· [Vá=clue=y 

• ·u=q··~=-Rª'''º" / 9S8]···. ·. · .. •· ;~ ~,:,j~'~r;:(!S~;~~;:'i~·01~~;if 1;¡~í1~l<~·~:;;/s::·;. "... ;:~·:;f 1·~,?' , . • .· 
La reacci'?n con polid~óoO~OligOdT,·2-..:iff"'·se~11evii"ll.;c3bC)Cn üi(volúitléri"_nn·ár e·too·µL cOn 

, ·.- . · .": ·. -· _ ~··::-'.:-::·: ._.-/. ~'</:;:.7.: .:·:',-?:'-"·J~f.-:'.~>~·~:~\~/~ .¿~;;¡\t~~;~itT·t:.:::1:\;.'.;~'.:i~~~-:;:i;,.;J;.~3,}~i::.<<~-~: ~:.:.'.~ 
un amortiguador q¿;; debe· contener:.• .. Tris~HCl•;SO•i.rnM{pHc=7.2;t (AéO);Mg''.12.5: ..;';rvi,c·. 

'·.'. ·,·· 

glicerol 10%. J3-mercaptoctanol 0.4 mM; polidA~oÜgodT;:,:,8··10·~1g; PCNA a diferentes 
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concentraciones (dependiendo del ensayo)~ [3H-metil]-d~P 6' ·µci/ mL~ albúmina sériCa 

bovina 40J..tg/ n1L y 2~ J..tg de proteína lotal. 

En a1nbOs c~~ó~.~ Í-~··ritczcJa~dC '~:;acciÓ~ s~·pr~'i~~uba ~or t.5'.ininUloS a j-]~C'con Ía cantidlld 
- ' . .. . ·. ¡ .. -- . . .\ . . --~ 

• - - .: •• - ' • • • - ; - •• ,__ .- - •• .... - .; - : • .':'. ,._ ' - ::-:--·· - : ••• -.~ ., • > • -:·:: .-- ·<'.\· - ·'-} .::~·1_.;:,-.. :-, .. : '"" .. 

corresp~ndie~te_ d~.-~S~~~. po~~~~ior,~1c_~~~e .. ~'-·~-Sta:~-~-~~,~-·~ ;~e._J~ .~~r-~,~~~--.~- -~~~~:~--}.;_ -~~~~!11ª -~ 
se incuba~ 3j0 c dU~~f~··..Jo .~li~~-;--;·~t-'.-~~a~~ióri·--~~--Jc·¡¡~~~--,¿o~-:J' ii'.d.:.~··cf~·-Á¿id¿;··1~-¡~16r~~~édco 

: ~ .· .. ;~, ... ':·· :~ \: ...... );~".··,~ .. -~ ·.; .. .;_:,,_: : .. :>~;;.;.:,~;~: .: :f.~:~:~::·~;, \;.·:(~1.:~'.;,_{~-,~~}~~:~~; .. ::-.~~\: ~-~~;:t.;~~-:~~-1~;6J{.!~á<?:i~1t{,11;;;3~~-~:·.~1·,;-_~:;:_ ,·,:·:-·· 
(TCA) al 1 0% a_ 4 ~C. posteriorn1entc e el. precipitado, sC -filtra al ·yací~:)'"en __ ~ filtro~. d~ _fibra de 

;.··. ·:.;_: ,.t :: -' .. ~·- ;.;_,~ :: : .:: ~;'.·~~;:._:_.,/:·-~,-
1 
-~¡\ '~,-~,:.:~;.)<·t(~!:<~}?{{:~;~::t~-./4_~j;r;~~'.·{~;~-,/;1r~"f~;;,.~[¡·;~·-¡·~¡f;~~;~i~,J~:ji;:'.:;.~~~~~~.'.':~ -·~ 

vidrio Whatman GF/C;los cuales sc:Javnn primero con'S tnL'dc.TCA nl·2%'y luego con,l 

rnL de éia~¿;: .• ai :96.~i .. · .·e~io~:·.fi:~~~~~1:.~~~1~:·;fi~1~~.:~~:f ·~r~?4~!:i~~f ~(~~1.f;,f Bt~·.·~. 
posteriormente se colocan en. frascos 'viales qúe·: contienen', líquido· de .centelleo' (0.1 ~ g de 

. ,-_ ---._~._ , ,, : .. ---__ : ;··-, .. ~-.~,, .-_. :·-,<~-: .. ~\--~77;<: ·=:~_::,:,,'_~:-.~~·;,it·--'.'.~;}.:~*.,:~!~.-::.-_;:~:;~:Y~i1'.:~r.:~:·t:.1:r,~~}~:{{~; :~ .. Y:h~ ~ '; .. -
2.2 • -p-fcnilen~biscs-reniloxazo1> + 5 g de 2.5-difeniloxazol ·disueltos eri ·1 L de' toltieno); la 

, . ·. ''.". -· :.--._,: ·:· _-._. '· ~ ·:·::::.. .. : <:;·.-.:"·,:::.~J;;~./~:;:,;~~:,'-r~}.__.:~r;i·~J,~(;:~;.;~·~;:;_,-~-;~·:!i~!~-:-< 
radiactividad insoluble en TCA es- cuantiílcñda· 'cOmC>"~:CPm (~úe'ñtW;:'¡)or'~:minÜtO);~ñ un 

picomol (pmol) de. dTMP incorporado al ÓNA (cpm in~C:,luble eri .=cAo;.23209.) .durante 30 

n1inutos n 37°C. 
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H.ESULTADOS 

AISLAMIENTO DE PCNAr DE CUERPOS DE INCLUSIÓN Y GENERACIÓN DE 

ANTICUERPOS. 

Durante la inducción de PCNA se observó q~e la mayor parte dC' Ja protcÍ~a recombinnntc 
, ·: .:-·-¡· .. :". '" . ··:, .. ·,. :. . _._-("·.·' ··.•;·'.-:,-,;:.- .' 

se quedaba en los cuerpo~ de incl·L~~ióÍi~- p~~ lo que se decidió seguir una Ínc!t¡,dolo.gÍa para 
-· ' ;. . '," .· ·,,-·----·.' -

purificarla y así intCritar--gCi.1Cra;-,-~nti~uerpos contra esta protein~. :pa.;·:·.id·~-~-liá~~~ia· en 
:: ... < . . >:; :; --~- -,,-_ .~·~'~: _,.,,. 

ensayos_ tUturo~;··,Y'a'.,q~c_:.lll ·. p'r~tc.Ína _qUc plledc obtenerse de los, c::~el-i;c;~~ ~c:)riCtU~~-~Íl es 

proteína .1esna1~~1,i~i~-.~~\,~i, lo tan te; 1~0. t~~ci~nal: no ser'.~ ~tiI ~~-*,}~~!,~~rl~;;~;,s~yos 
de actividad de P~I'.~~r":'.~ª: \O., '~';<~;~;-~.,J,,j·~;f~;;',/' : ... 
Después de interltá~: Pu~ili~ar· a PCNAr de nu1íZ".de JOs cuCrpoS .'dC~:inclllsión;·;en: vai-ias 

;; ~--e -~·~;-·.:';:<~·. · · . . _. .- _:'.~."-~·:!: ·-,_~-;~:::~~~(~~~~~f:/-.:-:~:~~:?;~~;;:~,:~:~··:--t.ó" · 
ocasiones. se obtuvieron las condiciones adecuadas para llcvitr·a·cabo este ·prócCso;·-cl cUal 

<·::' . :·~ '· -~- ·- -·. - - .~:--,.·---c.~~;,(-:º.~:'~·z~~:~~~:'.:§t'~~~~~t~'$~;~'.f')~~i~~{~~ii~~~·:·>- · 
se hizo de la siguiente n1anera: se prepararon todos los buffcrs cuidando que pennanecieran 

- . :,:·_,_ •. , ·;<,_ ,~~~-~·\ ·;~·'7:'·¡;<--':2'\o.::~"i: f~ij':_:,.;·. ·~ :;.-,: ¡ . 

- ·- .-.~-'~-·-., ' ~-· ' 

frnccioncs cluidas hasta que la absorbancia fuera Cercana a·Ceró .. a '2so)lií1.;(~rl:-Íri- fiS"ü'ra s-sc 
' - -' '. ----~-:.:- . ·:.-··-,;_.. .-.-

muestra el inn1unorcconocimicnto de la proteína recombinante utilizaii-~cJ"Cl ·a~ticue~po a-

J>CNA previamente obtenido en el laboratorio. 

2 3 4 6 ·-· • 
1-Fracción No Absorbida 
2-Fracción de lavndo 1 pl-t 6.3 

~ 

1 

3-Fracción de lavado J pl-t 6.3 

'""""" ... '"" ---PCNA 4·1n. fracción pl-t 4.5 
5-2n. fracción pH 4.5 
6-Ja. fracción pH 4.5 
7-4a. fracción pl·f 4.5 
8-6ta. fracción pt-1 4.5 
CJ-10". fracción pH 4.:5 

Figura 5 \Vcs1crn 11101. i111t1unorcco11ocimic111u crn1 d anticuerpo a.-PCNA de 1naiz previamente obrcnido. 
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En esta purificación se logró separar mejo~ a. la proteína d.e.intcrés. ya que la mayor pa~e de 

esta proteína se obtuvo en Jas prin1eras fracciones (figÜra 5.- carrpcs 4 Y _5)_. aunquc __ cn las 

fracciones posterior~_s se siguió obtcnicn_do pr~teina de interés (figura._5.:c~~iles __ 6 .:1L~);·en: 

esta purifica~ión· se o~luvo prOt~'ina ~f1'· I~~ _vol~~cncs··_d_e la·~~d·~-:.'.;-_~C~i·:;~~:~~-~~~?·~~l~Yi~r~n·;. 
proteínas contaminarltes., Por' io. antcri~r. ·se. ~o~sid¿ró (iue. t~I V~z_jn;;~--~;~~~-.i~n-:-,¡;n~o-~an.tc 

' - '. . . . . ·.· .. •. ;..···-. 

obtener a la proteína t~tai"me~1t~ Pura. ya que para inyectarla ii' Jcis c6~~j~~~---s~.·~Odria.hacer . .· ...... ,.,,._._., .. ; 

un gel SDS-PAGE. se cortaría la banda corrcsporldientc a tii. P~?t.cÍ1~~ ~6~~-n~b:i~~ntc y a su 

vez ésta se inyectaría á tos· conejos para obtener el anticuerp?• tal·~ ·co,rrío se n1encic_:>na en la 

sección de nlatcriales y métodos. Las fracciones que se m<?zcl~!o.n ,c_orrcspondcn a todas las 

elusioncs (carriles 4-9). la que se concentró en tu~os_ Ce-~tri_~C:,~·: Í O.";:~>. 

' . '~ :_ ..... 
Como la proteína · ~btc1~id~ ·no: Cra · suficiente para, i~y_e_Cfar u Jos conejos semanalmente 

··.>' --~ .~-:·.::-- >' .:~;>~ .:.~., ·:.- :·. · .. :· ... _. .. :¿:·~::·0:~'>}.;i_"":<;,·., · . ._" . 
durante las cuatro semanas/se reSlizéJ una·purificación'··más~·de lahproteína recombinan-te. 

· ~-/?~~::\{~\~:'[,..:·.~ ·:'~¿~;~:\;>:~~~ -.:;·-= <-.. ~:: . , : - ,~·~:-·~~<~\.' :: ~·:: ~5::::,_.~"~it~f~'.; /~T!' ·. .>: · . - . -. 
Para In siguiente purifiCación de PCNA de cuerpós.dc.inclusión se utilizó la misma resina 

que pura la pu~i ~-~-:~f~;/~'.~i1t:~;~¡-~·~:(~-~;~~~,~~~~,~- d~::\~~~~{, ,¡~;~<h¿~Cncradn. ·o~·~ est~. ú~thna 
'·/(·:.;_.·'' .'- :-:;: ,· .··.:-- ., ,. 

puri Jicución.. ta111(loco -~-se_ :·:.obtl_1VO ··~; tu~~l~1~0t'e-(p~rii:·~_ ~ ·.~a.: p¡:.~teinll. :. pero;-,;-., e;;~~ .-j.:;~. 7:-·- ha 

mencionado. esto ya nó.er.l in~p?.;:i.;t,;;;~,~~;i,¡,; córtari~ ~~.~;Z1~:.te;~¡;t~fa~~~t;e·aE: 
De cstu purificación- -ge: iUeZCJnr011 :.¡~~5:( fra~~-¡~i;~~, ~ partir, ~e" la.·- prin1c~a ~·-~~,usión·:_y se 

concentraron en tubos Ccntricoii'rn'.:.: .·;>3; :: :· · · 0 • . , • , Jt:X·,;:' 
: .. ·" ... - ::•-..: .. :.-·.-< ~>-" : . . . . -·;·:·.::¡:;·;.;""'·.~·f-.-,',_ ~: .. : ... ~.-. " 

Toda la proteína qu_e·se.obtúvo dc_~e~tas.purifiCacioncs se concentró'cn tubos c;entricon·-.10 a 
~ '- ,1; ~-~ ;,,'~· ~ ;., :: """' ·¡ - '"";!•:;-J.>,-.':. ~. '~'. < , .·~;:-.:.. : ':.;.:.:<,~·.~;::'.~'.:_:':~ ·.:-+~;;~,1~.~ ~-'.\~b- ·, 

5000 rp111 hasta obten~~ ap·~=?~i-~J};~.e~;~~~~~.}-~:-•n_L de ·~~'?."ct'.ntrado~· C~.tc~)'sf!=~:c?~~~~:~·-~?S geles 

de poliacrilatnida ·en-·s'.rid~¡·¡:;·rl~s··dÚ·er~~-tes·. Con el crÚeri·~ de é·~rgar -~~~~~i~i~:d~nl~~te. 0.5 
.. . . . . . 0 

111g de proteína ."161~1 ;·,rcpardt!i1d6'1a : en dos· geles y postcriOrn1.Cnte .. cortár: l~s .. baildás 
~;.-,_..,._ ..... ~·-·~·--.... -..... -.... ~..., ..... _ ·--,~ ____ ,. 
,.. ... ,'.·"'•;' ~-¡o¡ ... ,···-·_: ". 

correspondientes a la proteína rccoinbinantc~ par~: poder inyé'ctar la proteína a los conejos y 
!'._ ·'·-· - • 

:....: . -. 
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así generar los anticuerpos. Este . criterio se basó en la. lectura que. se registró de las 

fracciones ya concentradas en el cspcctr<:>.fotó~etr~ y. se consider~ ·que cllda unidad de 

absorbancia era· equivalente ·a· 1 ~g d.~ ~~-~r?t~ín~.·-~-~ !.~~ p~i~era.P~':"~ficación se obtuvieron 

aproximadamente 2 mL de in~estmconéentrml;. con tlnil nbs()rba~ciade LS; en la segunda 

puri ncación se obtuviera~ •• 1 :~·;~:·~~S~~t~~·~~~ZE•fa1~~'.~'~GR~~~~.f bj~·~~"~:'.'.'. de .1 .. 62. 

Los conejos, identificad'?·S' C'omó·: ~; Y.~:~f s~)ri)'ecitri~~~" C~~S :ó~ioneS:·: la. Primera inyección 
·-· -,, ·; ,,--;: ,,_ ,,, .· "'.'-_,, ... -- '·',"'---'" .. -,_\;:~~:·1;/·~·:·,_:;~·,,·:·· >.-,:~-: .•,' .. 

fue de 2 mL para cada un'? de JoS _cÓrÍ~jO~·y·ja~-,Otr~S-_4.·~~yCéciOnCs'de.3 ~L cada' una; se 

inyectaron Una vez por semana y antes de aplicar la primera· inyección se les extrajo un 

poco de sangre para obtener el suero prc-inn1une y posteriormente tomarlo como referencia. 

A Ja sexta sen1ann de haber eo111cnzado con las inyecciones se hizo una sangría de prueba y 

Jos resultados obtenidos se 1nucstrnn en In figura 6. 

A)Cuncju 1 U) Concjn2 

1 2 J .i $ 6 7 M •J 10 

~~-.,,_, .• ~ 
a:_.iJliil~-

C) Cllncju 1 0) Cuncj1, 2 

,, '~·~---- ' 
4 6 7 8 ., 10 

--·~ --....-11CNA 

1 ~h·/\.h1rc.11Jnrc!> Je PcM> !\.1ulccular 
:!) 7-1:,1roi<..'1n Je CClulmo sin 1r-.111sli.Jn11ar 
JyM·E.,1r<1cto Je CClulas lrnnsíunnadas 
-1)9-ID pl.11.111<..-str.i 

Syl0-20••L MucslrJ 

Figura 6. Generación de amicucrpos a-PCNA de mai7.. en dos conejos. a panir de PCNA de cuerpos de 
inclusión. A y B) Gel SDS-PAGE. tinción con uzul de Coo01asic; C y 0) Western Blot. currilcs 1-5 suero 

prcinmunc. carriles 6-10 suero inmune. 
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Los carriles 1 y .6 c~~~espo~d~n a Jos n:i~r~adores de·pC~o molecll:lar Y.no.contienen· PCNA; 

los carriles 2 ·y 7 cor~espon~~n ·~ · ~n :e.xtra~to· de células si~ trnnsfo.rma~ .. es decir ... que:: no 

contienen el ·pJá~midO c~ri .~/~:~~ .. .'~·~· pCNÁ.: Y. por lo lan~ó n~ ~~,·~~~~es~:esta proteína; los 
-.-· - :·. ' ''; .... -~," . ""· >:" > };'.·'.f /}.-:\ . ~·- -¡>.-. .,..:;'.:~ ,. -. . , -' " .... ~ .. ,.,, .. -. ~ .. ,:· ?·;:: .. = ::.~.:.-. -. .. ; ¡,:.·:,>:~;.¡ ... 

carriles· J; ?'-.. ~ ~~~.~~e:~-e .. ~~ ;~)c~r~~~~.-.·~.~: ·~é·l.~J~a.~./~:~-5~~7.~·d~s ,~~-~ :·~·--.~:l~~~d.~:'.q~~~.~ont.i~.~.e.·e1. 

gen de rc~f .~,iH~ifü~i~~~~ir~~·~{~H'~:r::l,P;~~:[6+,~~~t~;~¡[i{~fü~~~~~f~i~~~i·~nes·· 
de PCNAr 'pí.Jrificado;· <:;~be! ·s~~alar.~ que~ pfira. e~te:.: en~YO~~-después. de h3cCl-. Ja .tnlnsfere~cia -

-· ·· .': -:~·; · i :_ -'fr "/~~~~ 'l~i~1:·:-::}!-: 'f"'.~~:;~~ · ~ ~ --~~~ij{:·¿;~¿~ ~A;·::::·f~:f/~~ ~).~~ls?}}}i.:.~::; ,:~~ ~~;:.~::";tf.~,,t~.~~~;~~:~;,::[~1~;~~~\';1~~;~r .. ~-. ".'.\F/ ; ¡;; :::. -· .. · -. : 
del gel a la nlem~rana'dC hri1l1obylOn/ésta)UC Cortitda ,a~liúilitad para:·padeí-'iriCubar c~n los 

---·;, ;. -~-~: ·:-".:/;;,::i:r;:\,1-1'.: \ <:~,~~~}·fS'.\~~:~;,~·:,5~~;~~·.;.r;J·;.~::;~~::·:\~:r;:?;y f~:.: .:.,;::~~-t'.:j}:};?t3?\::.:: ·~~.~~~r'~::.: ,';~::;:.:·.~·~: ·_;~~"> · : ·~:··,; 
diferentes· si.Jeras (preinn1unc.·cariiles· I:-5'e: inrnune. ··carriles 6-1 O)'. cada· unh de las n1itades· 

-;,.:<;·.\ :-?~:::~.'~>.~- :.:~~1;fV"~;~~.~~:~'.~.>.~-.~}\; ~-:.\:'.-.t~~~;;:.~:ff< ''·{ .. ~t~:~, ~W~::~·:;~~?;~::.·:~:.e~r;;:/'.·;~~ )]:':!: .. ~:,/.:::/-.:.:~ ·: ... ~.· -,,,, .: .... : .. : .. : .. .' _ . 
de 1a· men1hran·a.._,y·~·a1i mOriiCnto':--derreve1ár·:s·e·~vOJviC"ró0~1·.a ~Júntll~;-pa'm".nO:·deSPerdicia~ más 

pe1icu1a de ·rt~;1t~~~;·;3}~~~~~~;1,!,~ . :~.;;¡~-;~¡;Jj.j·f~~J'~·f3},,~~~1;~s-~~~;},·;· , : . . ..... ·· 
Con el suero .1nmune;,deJ .coneJo;·2~se~reconoce:.un1camente·a:1a·proteína de 1nteres (figura 

60. carriles. 8 ..... 9; y _ _.~:;-~j: ~~;~:~~-~~;·~~,::b. ciÚ :súero · ·¡n;;,~~~~ ::J~1 :.c~i~j¿:\; :>~~ '.~CcónoCCn: ñigunas 
'""~··:,;e:·;,.:,;:··--~.,_-;_,: ,'•~ _,_ ;>~·o=;-.. ~~ _., -~' 

bandas más. adem.áS"de' Ja· P~OiC-íii~-·de'.iñteÍ-és' (fi~Uril·6cl:°~~itC~-8~~9-y_)_óf~C~¡:¡:}o ya· ~'e ha~_ 
""~-··.c.~;}--:"' .. ·:'.~\:';··:•:·~:,.:,:. - -/:::""- ·.-.:::· :- -· ~ :·~ ·: :- -·.. : .-··. ·:. , _··:. --·:· :~.: ¡< ~ :?<~:,:,! :\:L:;;-:,~~,_,:-.;<::: .. :~::::::·:: ' .... ··,.-:.: .- : mencionado. estos carriles écirrésponden a muestrás que co11tienen aPCNf-r de maíz: En ~I · 

suero prcinmune de~~s·~o~ c~nejos {figuras 6Cy.6f·~f:3il~~;~Z~k~~:~~ii~~i~~'i;~:t~~·~.~ 
banda~ lo cual nos indica-que-no había nnticucrpos.ge'?,~.~d,:-~~:~-r~,~r,:Oin o'·de·:_{~.s,,_:_'?~~cj'?~" 

contra proteínas de E'. ·coli ni contra PCNA. ":.:~~·:;~)/-::~~.:/:J,:; ... - _ 
Para poder utilizar co~.-,iñ~Yor'col1:fi~ri~ ~S~~--·~~t~~UerP~'.~~~~~~·f~6s 1nmunopui-iri~~r1J2·i~I: y 

. - .. '. : .~, .' .-~ "~ ._~:,._:·~~:;;:~\};~ .. '.:·~-:"~.,~~'.L~.~IH-;;;~~s;;;,;~./.:::::·~,-~., -.- ;· . ; 
como se describe en la sección de 1nateriales y· métodos; esta infnurió¡)Urifii:3:cióri'nos sirvió 

_ . . ·~ ·:·. -.; -,-'__" ,:C :.:>:'.:" ,·:,.',."0 7 o·~.;/-;::. '.;>¿.\<~:,;:~\;-;'--;,-~~: __ ~~~.~-i:J,·~.;; • 
para elin1inar las proteínas que"se reconocían con el, suero. inmune '.del conejo 1',~ ·;~·:~ue :~e 

• • • ·. •:•:.: .·~· ::·,'i'._i,;-::~,:;-1;:_.~ú].:.:.0~fr;;~~~;~;!'.'•.:;,"(.::, -'.·'.; -C¡ • 

este suero fue del que se. tOtiJó_para_.~~.~.C~_~i~I~~: PUfff!~a.c_i_?~t<-~.''.~ .. '.""' , .. -~', .... ~ 

::111~~::,,:,::e ::1:,:::·:p,:,::::Ie~:u;i;¡{~!·::a~;l;l::U,:t:a:~::~tt~t~;;::::~:···[:;::~~ 
~- ·-~· ~"---~-

¡ ;-::- ! 
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et al. 2000]). yu ~ue .se o~tuvo una buena· señal; aun así. se realizaron_ varios ensayos de 

Western Blot con' prOtcina reCombim1nlC para obtener el titulo del anticuerpo probando 

varias diluciones, 1.;s~!l.}:~.500,,d:SOOO Y. l.!10000. En estos ensayos se.observó que el 

rullicuc:rpo ·seguía :i-6C6:ri~~i~ri~o-\i .• ~-, ~ro~~~nit' recombinan te aún· en ·¡a dilución: J: 10000; el 
. ·'-· .. " • ,;.-~'e;;.;.~·-:,,. .. - - . -· - •.. _ - . - , . - - . 

n1cjor tí.t':Íl~.-~s::df,C'.~-~~~_'Jil·:~it~~~~~~,·:~~i~Bn'iiC~CrpO a la cual sC'obsCrV~ban baÍldas más nítidas. 

era la dilución\ 1:'2soo:':'por{Ío'que sc'd~cidió utilizár una.dilució'n 1:3000 para ensayos 
. :.· i ' ·"' ·:.:·. -·~.': .::~~ "¿:~ '.?·:<~ :::>~·;·~;;:""' _:?- :: . (· :-::. '.~ ,' 

futuros; estos datoS'no sC·r-11uéd~-lran.;~.: ·;·.·,, .· ... ¡;·-

Otro de·1~S·paráffié_lr9-~.-.9~é_-~t~·fl¡~loS,::~~e··cui~ar palÍl·validar este anticuerpo era confirmar 

si éste rccono~Í~; ú~i~~~cÍit~ á.I PCN~ ·dé- _ntaíz púes en _los ensayos ante_riores las muestras 

cargadas pertenCcían. a extractos proteicoS de la-: bacteria transformada o de la proteína 

purificada .. pero no de extractos de maíz. El titulo que se utilizó en los ensayos para 

verificarlo fue también de 1 :3000. En la figura 7 se muestran los resultados de la validación 

de este anticuerpo: 

1 2 3 4 2 3 4 A,a .. ~ ;t:·. . i ·~·: __ . :· 
·:·:.; 

•. . 

B 

--... 
CtJ-lis 1:2500 

ªPCNA 1 :3000 
1- 20 Pg de PCNA recombinanlc 
2- 16 hrsgcrminacOn de mo:iz 

J-20Pgdc PCNA rccombinantc 
2- 16hrsgcrminacim dcm;:iz 
3- 20 hrsgcrminacOn de maz 

3- 20 hrsgcrminacim de maiz 4- 24 hrsgcrminaci>n de maz 
4- 24 hrs gcrminacim de rmiz 

Figura 7. Validación del anticuerpo inmunopurificado. 
A) inrnunorcconocimicn10 por el anticuerpo a-PCNA de maíz. B) inmunorcconocimicnto por el 

anticuerpo a-J listidinas. 
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En el primer carril de la figura 7A., que contiene prOteína recon1binante.; se observa un 
. . 

barrido .. ~I cuál podría significar ibrmaciÓn de agrega~os que_ no se alcanzan.· a disgregar 

con SDS., quizá debido a;;ut~ exccso.·dc proie~na _carga~a":· .. En la mis111a' ri-gu~ra~·~~-~1-0s_ carriles 

2-4. el nnti~~e".'~ ~en~~-~º.:~,~()?~;~~'~::)~.~~!;;~y·~~~-.J>:":{~~{~in.:,fr;~~¿f~?fü;.r .. ;~~}~-~st~s·.• 
carriles los ensayos se. rcálizri.1-on utili?.ando,-como nu.ieStni proteiCá,'cxtractOS de:n1aí:7- Est~ 1 

· ... · :·: .::.,:- · _-~:~- .:- -:·. >:.~; :'.·.·~~ ~?·:·;;, :,:·.~-t: .. ;'.,:'-~:::·.;~':<-~-/:.:·: '/:-·:~:! ~-.:~'._:"L:-~.:'/V\:i}::1\::'.Y:(·':~/:. V'.:;.:::::~~~-~\.::::~ ~~ft~·~: :?f-~ .. '. ~ :_~. : 
nos indica. que_ el ·anticuerpo sólo. reconoce .a. P:CNA' de., maí?..,.··ya. que. no.·sc aprecia ninguna,_ 

otra banda::·_.·· -... -.. ;: ;;:_ •• ~-lt;~~~-~---~;;,__:~s-~t.f :~fü~~;:r· r:;íJ,·~f~~f:·~N~~,~;;·HT~:· _,:··. ;_ .~(- ~· ·-·~ _ 
PCNAr de 1naíz se_ caracteriza· por, tener .. en, uno~ de. sus, e'xtren1os una cola de histidinas: esta 

cola pucdC ,-~é~·.·~~~~'~ié~·!··;::~~~~j~~~¡::~~-;~ Un-.:~.~~~~~-~*::~:~¡:~i~-;~~ cspccíÍicaménte hacia ·ese 

péptido .. con el·. u~o d~ u~:·~;_.tÍc~e~;; a~Hls,ij~q~.~~ 1d,; .;;..~.;yos de Western Blot. En In 
figura 7B se r~Cr~>i'1océ·:'S01an1c1~t~_' una·. bá~d3'_:~,CC.~!Til . l) c~~espondient~ a la proteína 

rcco111binantc; en. Iris' cai-.riles 2...:4 no~se -;~~~~'6c~(ni-~gu-nri, .bánda dado- que se. trata del 
- ' ' ' ·, ,.. • ",-,_ < ,·... - • • • ' •• 

extracto proteico de- nlaiz; cabe 111~11-éi¿nar .:~~e:\;~¡~~· W~'~te'rn Blol se realizó. ~1 ·:~1ish1~ 
·• . • ·- __ , i>. - ',. ' ____ .- ..... ·-- "' • '·. -· ---' ·- • ,_, •. -.- ' .. -·· , 

Ui fcrcncia de que I? n1e1llbritnU_ de este cnSaY~: se· iri~.U-~ó Con _el 'antiCU·,_;.,;o·:~~HiSÍidi·~~s.·_ L~ 
-··: . ~!:-· '·[_. . ,,, : 

que se dc111ucstra con. CSte '.WCs,tcfn Blót··.~s·quc·:·1~'P:l-Oicín~ reConO'~ida es· PCNA'r de 1lu1iz· ' . ; •' .. •' ,--· -- ,. - ... ,• .. . 
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PURIFICACIÓN DE PCNAr DE MAÍZ. 

Para cun1plir co~ otr~-'de.·los_objeti~os de este proyccto9se comenzó n purificar PCNAr de 
. . ~ ·. . . -. . ',. ·, 

n1aíz. c1.- ·cua~·. c~mO)se·'..~~ _ m~néionado; ~stit cloiiado :- en : una: cepa di::~-~- ~o/i~·, Pará . las 

purificac.iOri~~-,~~:·~tiÍi·i~· :~~~~ ~L:de resina ~-i-NTA~ la qUe f~e,,_e_~~·¡;~~~~-~ -~~ ~~~:;~ri·ii~a ~ara 
poder lmce/~as~r .~-~'b1u~stras; a su vez. la jeringa -5-~ _conc~ió --~ un~ ~~~-b:~--~~~~i~~~-;~'¡'c;-~ c~n 

- . ·' - . ' ...... ,.. ·,.\:!>~:.:;~-"·"' 

ta que se hacían pasar.las n1úcstras siguiendo la mctodolOgill mcn·~~,~~-~d~:-~~·::.~~-'~C-~~~ón:éte 

n1ateriales Y métodcis.: lnicialmentc9 ·se hiciéron' algunos· i~teOtoS-Po~, p·~-~¡'fi~~'·'a: l~.'P~~teina · 
. ' . ••. ' . ' ,_ '.J '• , •. ,,:_,~,,- .• • . '· 

recombinante9 pei-o práctican1ente en todos estos experÍffié~t0~· 1a pr~t~r~~;~~~·ü'bi~-~Í~(~n· los 

volluncnes de lavado y por Jo tanto con muchas proteínas co~-t-ai~Ú~~~:~'~,~-(~-~~-~·;i~n~:c~ó_n .. se 

111uesrra uno de estos resultados. 

2 3 4 5 6 7 

ª&• 
8 

... ---PCNA 
1-Fracción No Absorbida 
2-Lavado · · · 
3-Lavado. 
4-Elusión 20 mM imidazoi 
5-Eiusión 50 mM imidazol 
6-Elusión 500 mM imidazol 
7-Elusió'n con EDTA 25mM 
8-Elusión con EDTA 100mM 

Figura 8. lntcnro de purificuciéon de PCNA soluble. se muestra el Western Blot. 

En la figura 8 se observa cón10 gran parte de la proteína se encuentra en el volumen de 

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

u PCNAr. 
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En una segunda sobre-expresión se purificó a PCNAr de maíz utilizando resina nueva. es 

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

2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7 

A 110 -.........-- ... -
90 ·= 51.2 

PCNA 

36.2 
-;;¡ 

~~ 1-Marcadores de Peso Molecular 

29 
+---- PCNA 2-Fracción No Absorbida 

3-Lavado 
4-Elusión 20 mM imidazol 
5-Elusión 50 mM imldazol 
6-Elusión 100 mM imidazol 
7-2ª. Elusión 100 mM imidazol 

Figura 9. Purificación de PCNA soluble.-. se muestra el gel (A) y la pelfcula del Western Blot (B). 

Corno se observa en la figura 9~ la proteína se: p~~_ifi~ó _!3Zonabl~i~~nte bien Y .. en. _buena 

cantidad~ esto se debió u que se utili~ó rcSina n·ue~~-~ aii~q-~:e,::~~- -~b~~-~~3~'::;fgu~·1ns bandas 
- - :.- . . -·-·: '·, ~ - , ·, ":- .- - - - . ·- . 

correspondientes a proteínas conta1ninantes (carriles 24 ). De esta ' purificación se 

:=.::::::::~:: ~j~~~~!R~€~1~~c~~~!~;g~: 
aproxin1ado a Jos 2 1nL. Al.ver los·"rcsultados obtenidos con·estas condiciones·se decidió 

. . . ; ·.-... -: '. ~-'· ~ •" . ' :. ·':' ·.·.··'·"I·¿ ·\··>~: /'. ;· ',; :~:·: "';'. • ', ',~ .•" • •!: . . • -·· ... • 

hacer una sobre-expresión ~;1á~:., con ',~u. co·~~;p~'.)ndierlt~ ~-puí-ifi~aci_ó~·. ·'.~~-~~ :~~~c;¡~~d0 más 

lavados y clusiones. 

En la purificación: sigl.!i~n~e.:~.fi~u,~ )_~~· _J~s resultados fueron nl~ _sa_tisf~ctoi-,~~~~.-~~ .. '.I~~ se 
'n:·,:;: 

pudo obtener a Ja· P~O~~¡~·a_·~n __ il'íll)•oÍ"' ·cantidad. aunque todavía con proteínas contan1iÍ1a_ntes 
'''".-<""". .. . . .. -

(carriles 7-19)9 .es·t~::~~~fia deberse.a que el volumen de las muestras cargadas en este gel 
··,,, 

fue 111ayor'(JO .. µL) ·qúC:"C;1 e1 gel de la figura 9 (20 µL). lo cual pennite visualizar tnás 

proteínas ya que~ por Jo tanto_ la concentración es 111ayor. Con respecto a estas bandas 
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correspondientes a ·proteínas. ~ontaminantes· del extracto bacteriano que se encuentran 

presentes en las elusiones (carriles ?_.:.to).,· éstas p_odrían contc:ner·en,s__u Cstructura primaria 

conjuntos de histidinas·y pár es~_cs que se. pegan a la.resina, cluyC?nd<?,.despuésjunto con la . . ' ., ' . - ·- ·-· . 

:::'.;.~~¡~i~!;~:;;7:;·~;~1;.j;g¡i~~;;~1:::::: :· 
se colcctaro.n'·:.' fráCciOnCs.~dC:':Jos~ lavudoS ·y de ·las_ elusionCS 'hasta·, que se '.Obtuvo -una 

•· '_ "·.::'.:;;•"."'-;¡'-'"·-·,\e,. • •:,;!;.'i'. ';•;•~;i_; .· • • '• ' ; • '•". ,,. ! .. ' ·-;:;-,• '·' ;"·':: -· • 

,~ .. • .;¡.,;···f;i"ij>.·~.-.<,'."'"''·': "·"· ,';··e, · . ·- ' ' · .. ·.·.·.,:~'-''f<."·''""•> ·. "·:. ·;. , ., 

absorban_Ci.~':i~~~·-·-~:f_e:~::·ª/_280"~·1n~ Oc esta purifi~nción s_~,:~,_~-~.l~r~~ .todas las clusiones 

(carrile~ sÚo)}~;J.~:Jc.i~~Ú-1~n ~;,:tubos Ccnt·ri~on I~; la;.;,i;~d de: esta m~estra se utilizó 

11uevan1e¡:.ie pU~ni'J.C~tÍ~r:·lá':dctern1inadón de.·la co~P~'.~-i~i<~n-:de, PCNA. mediante la 

colun111a dC exclusión .mOtcculár; la otra n1itad: de, ·esta<'nl"úestra de PCNA soluble 

concentrada se ÜtilizÓ-·pam haCcr gclCs natiVos~· cuYos·r~,~últ~d~s;'~ie·i:nuestran más adelante. 

A 
1 2 __ Li. s . . 2.. J .l!. 2. te;>_ 

97.4-· 
66.2 

1-marcadorrs de P~o Moleculnr 
2-Fncción No Absorbida 
3 y 4- lavados 
5 y 6- eluciones con 20mf\1 hnidazol 
7 H 9-elucloraes con 50mf\1 lmidazul 
10-duclón con 200ml\1 lmldnzul 

2 3 4 5 6 7 

B 

45 

31 .. ·- •'- PCNA -

8 9 10 ,_ ... 
- - _;;,-,--·-···· --- ' 

Figurn. 10. Purificación de PCNA solublt·. se muestran el gel (A) y In pclrcula del Western Blot (ll). 

A partir de esta purificación se obscr'\-Ó que éstas eran las condiciones 1nás adecuadas para 

lu purificación de la proteína de interés. ya que se obtenía en una buena cantidad y aunque 

no se obtenía totalmente pura .. se pensaba que muy probablen1cntc fuera funcional. 
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Se hizo una purificación 1nás de PCNAr en la cual la proteína que se obtuvo no estaba 

totaltncntc pur..t. pcÍ'o, de acuerdo al criterio que se había tomado. era proteína que 111uy 

probablc111entc nos podría sc~ir para realizar los ens~y~s de actividad de Polin1crasa. por Jo,. 

que ésta se conservó 1nczcl~~do todas las cl"usiones Y·c:oncCi:ttrándolas en tubos Ccntricon 

1 O. guardándolas después a -20°C. 
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DETERMINACIÓN DE LA COMPOSICIÓN DE PCNAr DE MAÍZ 

,: . : . . ~ .. ,, . . -

cuales tan1bién se podría tener una aproximación del estrido de aso~i~ción .de fa-··P,rci~cina 

rcco1nbinantc de n1aíz. 

1 
669 -440 
232 -140 
67 

2 1-marcndorcs de Pl\.1 para geles nath•os 
2-mucstra PCNA soluble 

167.07 ·-------1 I0.03 
··-------63.31 

'lltl~ -------28.22 

-~ 
f'IGURA 1 t. Gel N<lliVl•. se muestra la pclicula dd \Vcslcm Blot. 
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Los resultados obtenidos· fueron satisfactorios.. ya que las bandas s_e visualizan con 

fhcilid::1d .. aprcciándOsc claran1cnlC los. m~·~~ad·~~~s de -~~so. n~olecuJ3r (figura 11, carril t ). 

Las diferentes bandits que Pu~-den.~P.~~~i~~~-cn el .;rril 2, ~~s.Í>ués. de ha~er Jos respectivos 
.,. 

cúlculos COn Íiyuda ·'.-de :'un .:softW3rC'.' (Qtirii;tity ··on~.:-4:2:1. de>.BioRaci Laboratories). 
- ~ ··::~~·~.;;';.~ ';'· ~'" .. :...,,_"" •..• '"·''}-(·: -.,''.1 .. >-. ·, 

correspondían al: monómero c2s:22 .· KDa); ·,dfrnerii'. (63.3 L KDa);' trímero, ( 1 1 o KDa) y un 
F ·.·:-' - • -:·:-··._ '-" ·.'•·::. ,~:1··· ·,-:;;,. 

1nullin1cro de aproxin1ndnme~te 167- KJ?a: •. ~e ·~blljo hzlc·ia·~~iba· ~CspCCÚVam~-ntc. _También 

se observó una banda de aproxin1ad~;,,~;;~~ ii'.~!Y}~~~~~.··~~~~ía'scr ~.:, producto de 

degradación o bien fragmentos de la protcínaubicados en la regiÚ amino terminal. o sea. 

que están ligados a Ja cola de histidi~~~.;::~ii~--~~-~:~~~~~~~~i~~~¡~-:~~ s.intCtizar (p;oductos 
. --·-~ ... -:-, •-:,'_', '. . 

truncados); ta1nbién en la parte.~uP_erior .. ~e .. ()bS~-~~'.~~· _b~~~dO~~~ci_._c:U~J 'íio estamos seguros 

de si se trata de Ja proteína rCcombinaril~ j~- f~n~~ d~.'.~~~~~~~~~ -~-:·~¡ ~implemente se había 
. , : - --~. :. - . :. . : . ·, '_. ' ::.-' ". :.: . : . : .... 

b::1rrido la 111u.estra9 quizá por c~~eso ¡¡~(pr~t~ín~': ~~r~i;d;';-~ En ··~s~~--ge¡- i~~·bién se observa 
.. . - -, ... , 

que la cantidad d~I nlonómero. cS ·,:n'~Y~r ~i~e la·~~~i di~ü_e_r~"Y·:a· su ··~~z- ~st3 es m·~yor que el 

Uno de Jos objetivos del proyecto era hacer la dctern1inación de la composición de PCNAr 

de 1naiz 111ediantc. la cromatografia de exclusión n1olecUl~r~ por los motivos previan1ente 

111cncio11ados; esta se realizó como se describe en la sección de 1naterialcs y métodos. Los 

resultados se n1ucstran en la figum t 2 y en Ja tabla 2 . 

- •••••• • ........... 
19 20 21 22 23 24 25 26 2 7 28 29 30 31 32 33 34 35 36 

Figura 12. Western Blur del fr.1ccitmmnicn10 de PCN/\r de 111ai.1.: por medio <le la CEM. 
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Fracción PMde 
PCNAr 

20 954552.897 
21 733668.714 
22 563897.28 
23 433411.07 
24 333119.457 
25 256035.391 
26 196788.629 
27 151251.608 
28 116251.884 
29 89351.1199 
30 68675.2106 
31 52783.7207 
32 40569.5322 
33 31181.7152 
34 23966.2453 
35 18420.44 

Tabla 2. Peso Molecular correspondiente o cada fracción de PCNAr de malz purificado coñ Ja CEM. 

Se uprccian tres bandas intensas corrc8pondientes a los carriles 29, 31 y 35, cada ,un~ de las 
' . ' . ' 

cuulcs corresponden, aproxin1ada1nente, al trin1cro. dímero y 1nonómero reSpecti,;amentc • 
. ·· ' . . ' . . ',, .. . . •,. ?·.~ . ., -· 

según puede notarse en la tabla.·2 donde se. reportan lo~ pe-sos_-moteculllreS. cc;~reS'~~n'dicntes 
~ . .. - . . -. . . ... -. ' ·-.. . . ·- : -- ;_ 

a tus diferentes íracciones. aunque, en' et ~~o"d~t 'mon.Óm.~rO y \ú~~¡.c:;~-'.~S Pr~b~b1ci: ·~¡.c la 
. -- . '· <::--:- . -, . '·. . ¡ ., - . ;: . - .. "' __ , . ' ··:' ~ .... ;_;.',,·;•. '·'..:": -· -

proteína en estas fracc.ione_s sc:f1nYa brirrido ·"y_;·por···e~o el. tafi~~Í\~" n-~. ~~·eX~c;t~~ L~~··1,a:~das 
" > '·': •~; •._ : ~.- '', :-, l, :· • . ' • • '• ·~ "'.'.· .. \ • •,_ • : •V : • • -' "·,:•'' • •.- : ~ ' o ' -i¡'v '• •• 

0•<- :-· '. '· - ; 
por «:ncima del peso molccula·r · cS~~J~d~·: p~ri.'-' ~-... trf~~ro · pod~Í:a_~.- ~~~ .. ~-~~~i~C.iOn~~ de- lri .. ·.,- .,. '•' . .., " . . . '''"• ""'",-"'-;,_ 

protdna rcco111binante •. es decir, -~~1~1Íí.~n~~o-~ {t~~-ura·\'.?, ca~~il.e~.- ~ ~-2~).·:·-.:· 
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INTERACCIÓN DE PCNAr DE MAiZ CON DNÁ. PÓLJMERASAS 

Otro de los objetivoS:,·plaritClld.os 'era·: tiri-ccr7 irllcrrictuar :a PCNAr de· maíz Con_ la DNA 

:.:~~:1:r::~:~:~:~i:~;:;t.,.~,¡t~c.•~.t[]~'i~;:~:f ~f~~An~:;:n~s::,:al ;r::n~1 a5i~:ci1:N: 
--~ . . " ". 

poli111crasa a>. 1:;;¡ .. ,a.;:fig~~J'~·t3~0 Pil'~dc;:,.:~·t;;·~·rv~~é··~¡:-'perfi1 de clusión de la DN~ :por B d~ 
.... :.· <··.·.·. :·.-.; .. :~·:.'.::-',· .. •,~:-··J",~- .:·· :·-. '·.: ' 

120000 500 
450 

100000 400 

80000 350 
300 -e- Fracciones con 

E = -- flf~Y¡idad fr 60000 250 ~ 
200 -

40000 150 

20000 100 
50 

o o 

Fracción 

Figura 13. Purificación de In DN.'\. polimcrasn ó de levadura con la columna DEI'.\~· 

Con10 se observa en la figura t 3. la actividad de DNA polin1crnsa se resuelve en tres picos 

de clusión correspondientes a tres diferentes polimera_s~s.- -l~i~)aln1ente~ peósamos que el 

tercer pico era el correspo~die1~tc:a h_l poi .O dcbi~o a que es el pico en el que se tiene la 

actividad 1nás alta Y. por'. esto pensamos que se trataba de una cnzhna n1uy activa .. co1no 

suelen serlo las oN~·.'·~~~ 8. ~,"u1~~uc. poco ticnlpo después .. nos dimos cuenta de que el 

tercer pico era el correspondiente a p<;I e y que el prhncr pico eru el que corresponde a la 

TESIS CON 
FALLA DE -ORIGEN 

47 



DNA poi O. resultados que~~ .~u'7~tran n1ás adclan~c. Así. las enzimas ~starían definidas 

cmno sigue. de acuerdo a· la ·~~~crcncia "[Buuer et al. 1988]: cÍ prim~r picO ·c~r~cspo~-de a la . ·. . -· :. - . - . :-.· .. ·. _,_ .. 
DNA poi B •. el segu~do pico . il ~ol a: )'.Í eI; t~rcer; pie(). co~responde, a; poÍ e.:Habiendo 
rcali=do origina1~1;n;c)os~·º.~i~,~·~;;t\~~i~;~h,if~~~i~[t;s~:~~;1:'..i8fa)tlf;~#891,~c;yaI 
ver que. no hubo. ningún estim1:1JO.-~.-~c;-~ezclaron .las:fracCiOncs".é:orr~s~ndientes.al ·primer 

· . · · .. ~(,~_,:.: --~~)-;:.~-. "/._!_:·:':/~:-'.:.: .. J{.:j:~:-;J,~'. ::..:~:.'.:5~ >.~~~r~7 ·; .:_~~--~,-~·:3:/~f'-'-.~:ú:, -~-·::.: .. Itt:::.:,;f:'~::\~~:~'.~ ;· ~·,_. :1_-_:; ~ ... :: ,~ ·-. 
pico de pÚrificación por.la' colu111na de" DEAE-sep11acel.y« fo. proteína resultante"' se sometió 

- · ... --.. -. --~ · ,~, ..... ,--:._;.,_ \', ---.~ .. ·, '.:-)_\;;'.:\'/:,'.-· :"··· :c::".<:;·\:-·t -.i~'~<(:i:~'~/~~- .. :~~,: ~- ·~?:\:;.~;<~~:.; .. _ .. ;,·._ ~~-.-.,.:_ - '._ .. 
a otro paso de pur.ifi~D:.ci.<?~ : rc~.r:~,.1:11edi<?-~ dc:)1rin_~~~~h.1~na~-jA~.~~ ~.ePari~a-Sephar.osa. _Los 

,. :.. : :.; '.~-. ." .. -.~.- '' , .. '.\'". ,_ 

resultados. de este ~éguiido· pas·o ·de purifi~iicióíl~ -.. ~l~c;ra.~i d~ _la oNA Poi ad~ .Jc~adura. se 

nu1estran en la figura 14. 

18000 

16000 

:s 14000 

i 12000 

10000 .., 
8000 z e. 6000 E 

fr 4000 

2000 

o 
2 3 4 

Fracción 

5 

800 

700 

600~ 
500 ~ 
400 ~ 

300 a 
200 ~ 
100 

o 

---Fracciones con actividad 

--+-(Sulfato de amonio] 

Figura 14. Purificación de la DNA polimerasa 5 de levadura con la columna de Hepnrina. 
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La DNA poi() de levadura eluye en las· fracciones 2-5. dando como rcsultndo"una alta 

actividad Útilizando DI DNA activado como n1oldc. Dado que las polimcrasas lipa B utilizan 

cficicntc1ncnte templ~dos artificiales con10 el polidA- oligodT.· se uÍilizó ~stc templado en 

Jos ensay.os. SiS,~ientC:s. Los resultados mostrados en la tii;ura ·1 S Y en In ta.bla 3 describen el 

efecto del PCNAr de 111~íz sobre h.ts DNA polin1crasas By e de levadura. 

Ensayo cpm %de o/o de Estímulo 
Actividad 

DNA poi B sin PCNA 2257.8 100 --
DNA poi O+ 100 ng de PCNA 4071.45 162.95 62.95 

DNA poi e sin PCNA 31738.6 100 

DNA poi e +100 ng de PCNA 30630.5 96.5 -3.5 

Tnblu 3. Efecto de PCNAr de maíz sobre dos DNA polirncrasas de levadura utiliz.nndo polidA- oligodT corno 
molde. 

180 
160 l 
140 
120 • 

••• .... -~ ·~ 4' J:I,,, 
Slf'CNA 

a poi delta 

•poi epsilon 

1 00 ng de FCNA 

Figurn 1 S. Efecto del PCNAr de nmiz sobre dos DNA polimerasas de levadura utilizando poJidA- oligodT 
corno molde. 

Se obscrvu que el estímulo sobre la DNA poi i5 de levadura es bajo, de tan sólo un 63°/o, 

utilizando l 00 ng de PCNAr de n1aiz por ensayo. Estos datos pueden observarse en la tablu 
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3 y de tnancra gráfi<?".1 en_ la ~-gura 1~, en las barras claras; el. 100% de actividad está 

representado., pai-a las dos politncrasas .. por la rictividad ._C¡ue- se "ticnC con taS DNA 

poJirncras~ sin .PCN~r d~:·~~aÍz;, CStc,csti,~~ul6. es pcqucño.:pcro.s~ri'~i-en;~.~ara ~~n1arlo 
• .• ~ e,. .• • - . ' ·,-• - ; --•.• o,, •. •':""' .•• ,>, -'• . .- '.: '. . ·l. ' • ,;;:~'· '' •: ·". . ~" ' , ·: • - .. ~' ••• • • • 

como control y saber si la mezcla de reacción estaba fundon•uÍdo co¡.;.c:c1amen1e. Se pensó 

:::i~:~cc~::~n~~0q1::··~~~j:~;rr:!ii?;::'!;i~~:5~!~~·~f:~:~ªif'l~~it:n;Jf E::;~~c::: ~: 
poli incrasa de levad u~ irÍdi~a~;~.·01~ci~ _;~;~~¿~~~~ -~~~.;~~ih~~~-~~íi· [i;~~,'~~--~~ ~/. 19ss]~· que ya 

:::. :::~:::.:::;·~gzy1:¡~~~1~f fili~~~~:?::~::' ::,~:: 
polin1crasa de levad tira -o cl~'c: :"1as--.~c-;:,·.1di~iones· '<;~·:- qu'-e''~e ',·~eáli~Ó :este ensayo. rió eran las 

· .-': ::;. _ _.J;-~-t:-: .. -~,~::.:,~_:::~<~;~<~;~·-~ ~f~\\;·~(-,.~~:·);·r.: .,,:r;{ : ·; ~·--"' -
adecuadas para obscrvar ... Clicho'''cstinütlO._ ~oi:otffi parte.,· el efecto sobre la poi E. no es 

apreciable en esta,~' --~~i~~~.-~--~~i~t~J;~:~·~;~,~><'~·~:~"f~~~~-·:-~o~ dal~s n1ostrJdos e'n la tabla 3. 

contrari::m1ente a_ 10 .-;;1~·¿_.:~-~~~-t-6~'~r~'~;~~:~~t;'--~~\i-eilc ·u~~ - ligera disn1inución de la a¿f¡·~id::id. 
Tsurin1oto [Tsurimot~.-;·f¡;S~~.,~~~~!¡riri~-~Q'~t'.' Í~ [>N~ Poi e si es estimulada por PCNA-~· n~nqu.e 

:::t>-:-

110 ncccsariament~·-rCqúief_c' de. c~i~.f~~~-br:dC PrOCCsjvidad.para actuar. E~_este tr"ribajo.no se 

observó ningún c;~;:,,-Úlo; ú1l v~i~~~,~~~¡;~- a que eStiiS ~J~diCionCs no·e~~::;-:~/~~-:~~J~Úadas 
para dicha interacción, y como :st~diar el ef~ctÓ ,d~ ~f;t\ s¡.~~~]~'.~.;~~},:;~~~:'~;~~~estro 
objetivo~ dccidin1os no continuar trabajando con esta enzima.;Ca.be:meriCionar_que~de los 

- · .-. ·· :-~_;_;, ;_ ·. _ .. ';~:~-'.~.:.;~y~;::~~~.:vr<?.t:~;}-0~~;_;;5_( ·::'.'' .· ... :,· .- ·: . · 
datos obtenidos ni purificar a estas cnzin1as~ poi &·f~c,<lri .. que~ rii~stró-~1a»a'CtiVidad:'n1áS alta 

utili7..ando DNA activado como molde. .. .. .. ·c~:t~~}f. . "'•·''· ;:;~.;,,. ·" 
'. •• .,,,,. ·» ":~ 

En esta parte de la cxperin1cntación también se reáli~~it-:;,'c~SiiYOs é~·ñ"';j;iS~-·:dir.;rC~tc;S 

fracciones de PCNAr de maíz que se habían obtenié!6' ~Jn';¡¡¡;,,:fa;iii~i~~.:J,fi;tJ~:c~~IÚsióO 
n1olccular (CEM). es decir. con las f'racciones·correspriódi~~li'~i· ~i-.l~r~~¡.~ O·a·r" hiO~ó~nero. 
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pero el estin1ulo fue dcn1usiado pequeño por lo que se decidió no . utilizar n1ás estas . . 
fracciones; se prefirió utilizar a la proteína rcco111binante totn~. es _de_cir_; la proteína que no_ 

había sido purificada por 1~. CEM. pa_ra ~~dos los. ~nsay_o~ .s_igui~~tcs~;: ·.'~ !; .''.:~\·5/~·-':;.1 • ·' 

Antes de observar_ el ~fe_ci"O_·.d~}.~C~~~·.~~~- ~l~_í_z-.s~~rc }~ t,·~·~i .. ~1~·~~ ~~::~~~~·~~~~·p.~~~¡ Íic~d~.' 
se estudió el efecto .s~br~-.1~. ~dti.vidad d~_ oN~ ;p6Ji'n:.er~.~a·:·t~i~i ·"~~-:riiri_í~·:~btC.1lÍda. -de·- un 

extracto crud<:!. de:.~jcs.cfnt;>rionarios ·d~ !""aiz genílin~dos'P~r 24 llÓras y utilizándolos dos 

n1oldcs de DNA. Los resultados se muestran en In tabla 4 y en la figura 16. 

Ensayo con ONA cpm 0/o do %de 
activado actividad estimulo 
s/PCNA 5399.r1 100 

100 ng de PCNA 24694.51 457.3 357.3 
Ensayo con polidA~ cpm 0/o de º.la de 

oligodT actividad estimulo 
s/PCNA 1153.58 100 --

100 ng de PCNA 3089.4 267.8 167.8 

Tublot 4. Datos del efecto e.Je PCNAr Je malz ~.obre la aclividad de DNA polimcrasa total de maiL obtenida de 
un cxtrac10 crudo de ejt•s embrionarios gennin.adns por 24 horas. 

500 

450 

400 

350 

300 
0/odc actividad 250 

1 200 

150 

100 CL 11 50 

o 

CJ DNA activado 

, m Poli dA- Oligo dT 

s/PCNA 100 ng s/PCNA 100ng 

Figurn 16. Efocto Je PCNJ\r de nrniz sobre la acliviJ<id de DNA polimcrasa total de maíz ob1cnida de un 
extracto crudo de ejes cmhrion;arin:-. germimtdo-. por 24 horas. 

TESIS CON 
FAI.Lfl. D.E r.ryrGEN 

51 



El extracto total de los ejes c.mbrionarios se obtuvo de la forma en que Se describe en la 

sección de materiales y métodos .. Los resulÍndos obtenido~. nos ffiuestran un estimulo de 

PCNAr de maíz de 357% (tabla'4) ... sobrc,l;¡''~~;ivldnd de 'ol'JA poHmerasa total de maíz 
: _:._· -- -. :-~· .. , :{. :-.~---~~:~f:.;~: ~·~·,::;_::·~·~r.~~~:s;i~·_:.,:·,;:.~.L~:; ·- . · -: : .. -- . 

cuando el molde es DNA activado (figura,:16; barras blancas) y,de:l68% de estímulo (tabla 

4) cuando el molde· es', Í>ótidA'.:~'.~~~:~~:~t/r ~fi~,Ü~;?, 1 '¿~~h~~~S:~~~i-ises); · a-~te. ·Csto.' ·decidin1os 

continuar con los• ensa=~s;.:~~~~~~.~¡?;;~~~i~~~~·;it~M ~~+i.la p~rcialmente, pud~cada~ La 

cnzirna que se tCnía en_ el 'extract() .. totaJ·'dC 7 ejeS·:~embrionarios de maíz se purifiCó·de:ln 
· · • ':. -. · ":<"" '.'r::·· ·- ·'.;-; ;;.· _,_~·---:•·, -· ,__·~ . .-. "':t~:-C:-;· ;;-: - · _., ., . · · .- · -~;·.·- ~-; ,: -'-, · ' 

rnancra descrii~ :_en·:. la ó'S~CC:;ióíi·;·.~-C~>n;~~t~ri~lcS< y· .'01él¡,do~. y· en · 10s. siSUiC~Íe~·:··c~-S~YOs de 
.. ·, .. · . ,· :: ., _.:-.:;;_;;--:~~-~-~;y;:¡~~-?,~;~:~-;~:'.'~:::~>?:~~--~::;:;:·}~:.-~~>:':~~' ,.:.=;· ·',· .; .·i;._:'· .:>:-'.\::·· .~ -~ i,-'._ ;;'.;:·~·-~:':;-~~·'.')~~~ ·'::.-:. < ~+<·' -. __ -....;~- '. .. 

nctividad: de P~li!l?·e~S~_~·'s~ ~·p_r.o~a·~~.~ · di~cirC~te~ '"cori-diciOnCs" de·. r~~CCión~ 'c~lñ~» .. el P_1-,1,. · el 

tiempo de pre~in:~~i~;:;~~1~;·fj,~'1~ permitirle a.PCNA, i~te~ctu;rrc°'n il ,~~;de d~.ÓNA y 

consigo mismo,. y el tiempo de incubación. 
':, •:.~---.·-~._.;,,, ._ .,_. ' _. ·_~, . . ' . 

El perfil de elusión _de-.-la DNA poi O de 111aiz a través de la resina DEAE se nlucstra en la 

figura 17. 
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Figura 17. Perfil de clusión de la DNA poi ó después de pasar por la columna de DEAE. 
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Aquí .. como en el caso de Ju purificación de In poi ó de levadura. se observa un perfil de 

clusión muy similar .. ya que tmnbién se. observan tres picos ·correspondientes a tres 
. . .··' 

polin1crasas. El pi-i.?ier pico corresponde a una .I?N~ p~lime~~ de.·.~¡~~ B9 . ~I ~eSund~ pico 

corrcsponcÍc. a Ja· DNA p~lin1crasu a y cí";tercer ~¡~~ -~~ri~h~~~·.··~:·¿·t~'.·;;:N~:. P~';i~~~~ aún 
'· ;~.'.>:> . ~"~ ~\ ':.· · .. -·-~ '. ..~ ... · :· ,::·:f.~~:<_:·.,:;~.· ~.c;i\) ;:.-~··\.~:-::;~;.[~··.'/SS'.:'.~~i ~·-~~~~~ ~'""·:,.: ·. 

por de link [Garcla el al. 1997]. Después de purificar_ a la' enzima apro'ximada-mente unas 2500 
> .. <:~,.:· . ; .. ·.'., .· ' ... _.:·, '.::~~\~:¿5:~ .. ~· .. : :~~~;~:~~.::;};;[,:~~~:<.;.· . .,~;·':·.~ :·.;~· ·, . .- : . 

vcces.con·este protocolo. se.probaron las condacioncs antes_ mencionadas para"optimizar la· ,··.·. .... ..>.; . ; "\>:~::>'. ;~-~:····:')~··· ···;:~, ·,<:,· •. 

intcracciórl Co;} .PC~A~ :"'.:->~ <~,.::,:.~ ... :>.:! ..... · . .: .· .,,,. '· 

La prin1cra.·cor:-dic.ión' qu6 se probó fue el ,pl-J~-~~-as(~~~·~;;,r· .. l~-:~.~~~¡·~~-on~s_a J·~ ~-~ales 
trabajabÍ1 m(Úor In enzima. numteniendo e(pl:I · Cer~~ri~·· ~ '·· I~· ·~·é.Utr~lidad> bnsáOdono~ en 

,. · .. ·.'.' ···/··. . . ·. . . 

algunas condiciones de 1-eacción ~a reportadas [B11rg11ers anc/Gerik /998. Adayabalam el al. 2001. 

Dm.m¡: et al, 1999, Lac¡ul.!/ et al. 199.J]. 

ensayo cprn % de aclividnd %dccstlmulo 
rl I 6.5 s/PCNA 4184.5 100 

pH 6.5 + 100 ng de PCNA 4810.5 114.96 14.96 
pll 7.2 s/PCNA 4166.87 100 

pH 7.2 100 ng de PCNA 7817.06 187.6 87.6 
pi f 7 .6 s/PCNA 4153.7 100 

pH 7.6 100 ng de PCNA 4132.93 99.5 -0.S 
pll 8 s/PCNA 4166.85 100 

pll 8 100 ng de PCNA 4271.0::? I02.S ::?.S 

Tahlo1 S. Efecto del plf sobre la ac1ividmJ de la DNA polimcras.a 5 de maiz por PCNAr. utilizando polidA· 
oligodT como molde. 
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Figura 1 H. Efecto del pM sobre la actividad d..: la DNA polimcrasa ó de mafz por PCNAr, utilizando polidA· 
oligodT como molde. 

El cfCcto del pH sobre el esthnLI:IO que pudiera n1ostrJr PCNAr de maíz con la DNA poi ó 

de rnaiz se mues'tra en· 1a figur3).8 :de _~anera gráfica y.los v::ilorcs nun1éricos en la tabla 5; 

bajo estas condi~io~~s·~~~~s;;::~~~~:-~Í~!-1. ~e ?.:2 es elmás ;cl~cuad¡, para quetrabajc la 

DNA polin1erasa S de, maíz._ya"quC_u-:este.pH!se tiene una ·estimulación del'87%. Con10 
; .. ;~~~ . · -· · - _s,; · -:.: r':· -~~t'::;,~\~::::.::;~~~; .. ~~~~-;~~l~\~>r ~~<:--> _: .... :J·.,··_~_- ;; .. :::: · ,: ,·:--.c.,:-'.'.~,,, ___ ·.-.-~ ·- _ . 

puede notarse. el ~s:tímulo 'en este ensayo. fue'menor si. se· compara.·~º~ d obicmido. en el 

ensayo de acti~id~~·-~rf ~1J~1t.~~~~1i'z~~1,f~~t<;;~~~~~'.~"~;~t~Í~~ 'tot~I _•c~is~rª_! 6). 'cabe 
111cncionar que, dicho .. ·ensayO. se_ trabajó,''.aI:.misn10 _·pl-1 · óptin10 que se.· obtuvo con :estas 

coqdicioncs. Estc.'resultado es:·¡~-t~-~~~ani:c~-ya~·q.:'1c.·c1i alg~nas rcfcrcnci~. cA~roy;J: ~/U/. l!.196. 
·:,:.."';•¿ -··.'.'''. ..• __ --.. - .. -

¡\fclf.rnmow et al. /99/J ·~-~~~~~n'~~O-~~·~q~~,\~("~~~~?~}i~fp~·~·~~e sé: dé el ~s~~~-~-•,?}:,~~·~~~A es 
-i.(-·'>">_;-:_')!1J~t-;~~-··<:¿~-r:.t'(:r~-l::.; -'?'' -- ._..,_ ' .. _._.'./;·:~..:--.~,._: .. '::_:;;>-.'~--- -

de alrt:dedor de 6.7 .. mle~~~t'~~~~-~~f, ¡~ ~~~~r~~~~~!~~l~~te valor_ v~~~-ª-h7:1~~~---J:,80-J?ª~~'~;--e~-- ~/. 
:~:- ~-::,~:,·;> . ..;~:.\_.' .. -.~ ... __ ~ ": --:::·::~>:.:.·.::: ..• ~- . ,. ·,' - :··.<>,:.<"";;,·;.:·.·_:,_: 

1988. Tsurimoto une/ Stil/man 1990, -Laque/ et al. 1993]. En lo que respecta a.la _d•.~~!-~~~~~n de lá 

csti1nulación. ésta "pudo deberse a que durante la purificación d·e. la·_ eO.Zifna· ·se. Picrdén 

111uchos factores que son requeridos para la cstimulación por PCNA de la DNA poi O. 
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Para los siguientes ensayos. cabe nlencionar que fuC n1uy · dificil mantener en buenas 

condicio1lcs n la,cnzii1lii ya que este! tipo dc-prOteinas son muy inestables y pierden su 
.:' -· - .. . 

actividad con mu·c·i1a.'fa.~iiiciad;'~~~ .i6·qu~'--fuc'.neCesario tl-abajai- todos éstoS énsayos con la 

enzima consc;.,tacl;¡;~i1l~!'~;,·¡()'..~1i~;;¡;,,_. se to1Í1ábán las allcuótás y 'gÚardá~dola ,;' '220°c 
cuando nos~ rec)U~li-~ ~~:-cúa·~~7 1;·;·~ -:~, - · · 

~ ,,·: :?\ . . 

La siguie~tC: c~_nd~c·¡·ó~{~~- Pr~bar' f uc_ el tic~·ni>o d~ preincub~d~;: ,cO·~ .:~siri -s~ -~r~i~ndía q'uc 

PCNA int~;aC~.J~~·;;~b·d·~·~(~~lde: de .DNA y conSigo· misma ... da'ndO'· oportúnidcid ·a· que se 
. _ ... '. .... :' -·:··-

Jbrnu1ra e1 anillo y Se Posicionara sobre el DNA. 

Ensayo (tiempo cpm 0/a de º/o do 
do pro-incubado) actividad estimulo 

s/PCNA 4765.5 100 
15min 6978.5 146 46 
30min 4999 104.9 4.9 
60min 5022.8 105.4 5.4 

Tnbla 6. Efocto del tiempo de pre-incubado sobre la cstimulación de la DNA polimcrasa 8 de maiz por 
PCNAr. utilizando polidA- oligodT como molde. 
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Figura 19. Efocto del tiempo de pr·c-incubmJo sobre la cstimul.ación de la DNA polimcrasa 5 de maíz por 
PCNAr. utiliz•mdo polidA- oligodT como molde. 
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En Ja figura 19 puede. apreciarse qu..: el tie1npo de prcincubado óptimo con 100. ng de 

PCN Ar de maíz corresponde al de t 5. 111inutos. ya que a este_ tien1po el estímulo es de casi 
- . -· - , ' ...... ' - ~. '. . - .... ·" . : ' -

un 50%. com~_se .n1uestr.a en Ja tabla JI. a_ difererl;cia_de_los otros tien1pos de preincubado en 

los cuales n6 seobs~i¡a' u~1 esir~;~i1~ ~~-,;~[.i~r~~le;(;a,bl.: G);,;.., parece~. PCNÁrequÍere de 

un corto-tiempo para·p'~d".:r ,fo~~1á/~~ 'Bilillo Ylo-iOiciactua'r_C:On -~(DN.".'-.'púCs como se ve en 

la figura_· 1.9.; a_ ti~.~-~~~~·~11á;~-;~;,d;3~_ 1n_i~üt~~ no·_·h~y u~ c~ti~ii'~-0--~.~~~i~~;~ble·. 
El ticn1po d~. incubado-.~;, ·r~:fierc · a1' ". tiem¡)o que ·requiere la :'j·101i~Crasa -, pai-a unir los 

nuclcótidos a la cadena -con1plcn1cntaria. que en este caso el, nucleótido -es· la timidina 

tritiada (31-1- dTMP) pues el molde utili7.ado es poli dA- oligo.dT. 

Ensayo (tiempo cpm o/o de 0/o de 
de incubado) actividad estimulo 

s/PCNA 4235.6 100 
10 min 4345.7 102.6 2.6 
30min 6200.9 146.4 46.4 
60 min 6039.9 142.6 42.6 

Tabla 7. Efecto del tiempo de incubado sobre la cstimulación de la DNA polimerasa a de maíz por PCNAr. 
utili7 .. ando polidA- oligodT corno molde. 
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Figura 20. Efecto del tiempo de incubado sobre la cstimulación de la DNA polimerasa a de maiz por PCNAr. 
utili..-... uuJn polidJ\- oligodT como molde. 
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En este l1Jtit110 experimento se observa que el tien1po óptin10 de incubación es de 30 

111inutos (figura 20) .. ya que a este tiempo se nprccin un estín1ulo.dc 47~ (~abla 7); se ve que 

el tic111po de-JO n1irlÜtos no es suficiente para que.Ja enzima se acople con PCNA durante la 

polimcrizá~ió-~1 .. A:--,-~~---~cz. s~ observa ciue no ~s n~ccsar·i~--·~~J~Vi,~~~~~~;~~-:~~-; 60 ,~inutos. ª 
la cnzirna:-~-~.i Ja l~-~-~~ln ·de r·cacéiÓn y PCNA Pu~s ~~¡~- est:6:~~~:-.~~-~~~~~~~t~;·i~ -~~-ti~;idad de la> 

polin1eras~.~'y~ ~ue··co·n10 se ohscrva en .. Ja figu.-h· 20 Y. ~-ri\~:-~~-~i~:·7-~-,~i~~i~/-~~:-~.~~~ic~~eitte 
. - . . ' . . . .,- ,;. ,' ' . . 

óptimo. 
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DISCUSIÓN 

Se purificó u PCNAr de 111aíz y. aún cuando ~e obtuvo con nlgui:ias pr<.>teínas 

contan1inantcs. sirvi~ para reali7~~. ~~s ,cns~y'?~ .-_~c. ~~~ivi~ad. Es in1portLf:nle _mc.nci<>:nar que 

cuando se hicieron la~ clu~~-o~e~: ~o•<-~,_DT ~ .. ~n., ~ste · ensayo •. la res_~na . perdía. su color 
- ·: . - ;-.··._·,· ··, 

característico (color._ycr~.c~ debi~<? ~.)ª ... J?rcscn~ci~ dc,1 níquel}_ y ~al vez sU_ cnp~cic:Jad para 
,. ' .. ,., . ' . 

retener a la proteína.rccon1bina,1li~(~Si~ -p~dÓ d.ebersc a que el EDTA es un agente quclante 

el cual podría estar:arms~~n~~-:~~(-~Í~-~~,l d~_la i-csina. Después de varios intentos-fallidos. 

nos dhnos cuenta de que:'esc"ilnpc:frt3itte utilizar resina nueva; también se decidió por no 
:<·. 

hacer más elusiones Con ~DTJ\'a1.,~~.r:·~~e cstc):~rrastraba.consigo el níqu~l y proVocaba que 
.•. .,·,. 

la resina no rctu.Viera ·._t~.-~ ~:~~t~~-i~~-~~~-~- _.i~1tc.r~~.·: ad~mós se: Ot:>s~~~ que cs:··:·.·m~y<j~1p~rtantc 

rcaliznr los lavados· co~. lri:.<~~·~_ii.da~· -d~.- ·b-~ffc!". ncccsari~ p~~~ · cÚ1:ni~~r, ~ :· todál~--~~·;protcina 
__:;__~.;::'..;._ :,:. -- ·-~-.,.,.~·::...,.;.·-;__; 

contaminante que se ;csalje~F~¡B~~~1~n~c a Ja resina Y.1;.s ~l~siÓ~e~hii~i;~¡~'~~ I~ misma 

fonna para así cluir_coi1 el ¡¡.nidaz01 ·a ta proteína de inte·r.és: Óble~icitél~-~~Í t~S·cOndiciOncs 

óptimas para la p~rifi~aci~ndi·e:ta'pF>teí.;~: ' .·, ;~'.'.'.,~}i~l:·~~~${~~i ::·: ;;;;'~.'.''.,'.~'. .. 
Tarnbién se aprove"chó_.Ja. proteína 'ri:combinante, que:_.sc, va;.a~)<?S:<:~CrpOsT"d~,--,i~clusión 

. . :: ·. - . ; ·::. ·"·:-: · ~ · -:::." ·-: ·. · -,-··::; :-_:-.-· --· ··<': '.. > .~:_:_:· .: ~~··. :'·'..:- "/·~ ¿~:;¡J:·;~~~--:.\¡¡·,~~:~'..:±~t?~J:·~-'.it.:· ~-f~~-:: 
durante la sobrecxpresión para ·generar un antic::Uerpo .·espCc~~-c~_··~j~¡~-i~o:_·~.o~tra_ ~~~Ar ~e 

111aiz y así poder. detectar. su presen.cia .. en,,ensayo~•·?·ehy,::~~~:~:í'~j,$~}Yi~~;,;~~5~!~~ir:'.tjtie .el 

anticuerpo con el. que ·se. contaba en l!I l~!:>o~to~i~ .~e.~ ~:ía~ia·· g~~Crado~.;a~··p.artir .. dé: ¡)iotcí':la 
_-.-,, '.. ' <":·, <---· :;' :·: <·)/:~':.::;_:!t~-~~~:~·:·~~:;}3;;'.~~f;.'.1~i?:~~:~i~;;.~J:i:1::<.~;~:\:}~:;:~;?'.~~:. ~:· ' . 

rcco111binantc en su ·ronna sol ubl~.· es decir. la ·proiéin3 quC· cS- pUrifiéada·cen ·condiciones no 

desnaturalizan tes. ~:~·,:.':"- ~~,.~~~ -~' ... -~·:.',~~·:'~'; .. ~'
1

:.:~B~~/:~:}f:·~~·. ·-_~;._> · 

Por Jos resultados obtenidos ;;n Jagel1.!.:UciÓ~ dCJ ;;;~i;L;~tt. ~eI~;f~;;..;, qÜ~ ~Í ~nticuerpo 
que se obtuvo es bastante bueno. Las. bandas que se reconocían con el suero imnune del 
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com~jo y que no correspondían n PCNAr se eliminaron con ·1a purificaCión del anticuerpo. 

co1110 se nu1estra niás adelante. En el ·suero prc.inri1une de los ~~s c~r~ejos (fig~~ 6.<:;: y 6D .. 

carriles 1-5) no se reconoce r:iinguna barlciU~_Jo. ~u.al ~~~.-}1ldic~;:qt:te:'no~·h~~¡~··.~ritiCucrpos 

gcncradoS por ~in~uno de los concjOs ·coní¡.;. PrO'l~¡~~S.-de-'~.>co/i ~{-¡:·~~~ "PCNÁ~' ya ·q·uc ·en 
- - . ' - -. ' .. - . . .• . .-... ·- i • ... ·' .. ' ~- ,. . . __ , ..• 

las tnucstras é:arg~1étas a· 10~--geles so~ lias.'í1nic~--~~ot~~~.a~:·~~'.~''.~ci~~~Í~'~~~ri'.P~~S~~tcS~' 
-: .. , .,~-:: . .:; ~- ·;;· 'i:i:E:3~-J{~~7 •. i:~::·>!.·~~/;f :- -·~~:·~· 

< ~ .. , " • ,,....-,« 

El obtener: tanto· a la ·proteína recombinánte -~n-,: f~~~ ::'.~_o_l.~_1:?1.~:~~ P~f¡n~3da~ _:Bsi con10 -el 

obtener. c;;í anticuerpo· a partir ·de In pro.Íeir:.a> cÍ:~·;C~~~6~'~d6"-'G~~'i'J~¡Ó~~:~girvió para·: llevar a 
,. , ... ,---,«»·-J·' .... -. 

cabo la detci-~~iirlación de las asociaciones di::·~~N-1\;~·~·iA~i~~~':"k~-~~~t~ ;d~t¡;~~innció~ Se viO' 
:e ; • ··. • - ,, ; /~-_.'.,' , _-,_, .. 

que PCNAr de·:.· nia_iz s~ cncuc1:atr~:/. p~~~~-~-t:~?-~~~_\· df~c~~~~~e-s·~;- es_tructuras.- .. Jas· cuales 

corresponden· al~ ffiOn~1n~~o.- di~1~ro~ :·-(~:r,~~;~-.'.:~~f~-~~·i~~~~~~~'.;-dc 'mayor peso _,molecular;' 

según los_ resulúldos · obtcnidoS t¡.nt~ Po~ ,·,;ro~-at·üs;dfia··'Je·_.:~x~tuSión· molCcular cónl~~ ¡jOr·: 

geles nativos; es .bien. conocido. que PC:N8º~n'~~~\:~~i~t~~:tbrma un anilló h~ni':'~~i~ru!~ico 
(T.n1rimu1u 1_998] que es la for111á'· fúnci·~1la1·:~~-!;J~~~~~~~)-'f~¿ÚÚad,~s'.:·13mbiért:~~u~~~ran·: la 

presencia de multímcros con pesos moleculru-c~;C.:~·;!,6.~i.;g~c~~·~~~~~!~~~~:fa:~~~~~~~ ~on 
dificiles de explicar. debido a que Ja colun1na que se estuvo utilizando en el 1-IPLC (sección 

~:._::-'.~ . ·.!-~ ~:-·:~?'.:·:'-"' ::\:·:,_· _:~-~ ·::·-º> ., ''.'>~/J -~-~· :·~/; :·!;~ :.:- ·~.'.~'~;-.:~?-.·:: ~-<: ' 
de nrn.tcrialcs y n1étodos) tiene un rango,dc_separac_;i~l}:~c.onflablc~dc.50::45.0 K:Da·y.·por;:lo 

. _:.. : <- ._:.·;:·:~-t~,;~:f;1;~;-~,~: ;~:i é~·.r(~~1,r~~:~:_;·;::L\·'~~~~~::~~;~i·:~:5.·.\,·.'.:~·~:;~_,)-.~\,·'.:·. -;:$_:~. ·-.:: ... _ 
tanto. los datos 1nayorcs a 450 KDa s'orl ,teÓr(coS~'éó"nSidera-ndo'"cíú({:S·e·.hiZO,.J,uOa regresión 

: ,>, .. ·~; ;. .~.3):~~\.~'.~~ 2·.:.~.;,;~:\/~);?::'.' ;j\\~~'.,:~;,}~·-~~~:~j~:::~~-' .'.;17~:;':) i·' :<:: ·;;\ -~-:.'.--.:,::_ ~--·._. '. 
lineal de los resultados; lo rintc~ioi:..:·Pod.ríri ~~~berSe;~.~en~gran):Patte;\'a;~qlie_~ la ~proteína .. 

rccombinuntc tuvo un c?rrimi~nt~.e~:~~:1~~~~~~~)~~~~~f fi~~l~~:~~~~~?,~?~~),~,~ti~~s~ · 
111olccular o bie_n . ql!e~ ~.c~ .. ~~rS.~.~· una,.:cantidad~~n1ayor.{deFJ)roteinatípara.:~:realizar;.;_.csta ·; · -· · · ·:. -. .. ·._·:·. ;· .:· .. _ :_,,:::./~·~.; <~_.~,~ .. h:j:-r~;::"!'.~:'.\~~:-:$;,:t:t:~:~·:~~:;!~;'.~.<.:?.:·;~~~?t0'·~~~·::::x;;:\;:.:_~:.·: ·: .. '.--:-:-.·1

.::.:·: • •• • •• : : •• 

dctcnninación. L~ ~so-~i~~~o~~~-s:. ~~1./rac~~~~e~_._c.~_":-.~~s~~: ~~:~le.~-~l~.~es_ .. :~.ªY_?:e~·---~-~I ?Q:. KDa 

(trímero) podrían ~er agrcg~do~ ~e'.1~ ~~:t~¡'~~~.~;;;';;~~:~~,;~~~;~;ri;,'¡l~~)'d~~~JJli~:r. Unn de 
las posibles explicaciones a que nos lleva esta deter1ninación es que la cola de histidinas 
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que PCNA tiene en. el cx.trc1no. nntino no le impide _el forrriar estas. asociaciones .. aunque 

esta podría ser una de· Í~s causas por las cu31.~s,el P~NAr ·~e mní~ ~~ e5:~i·m.ula~n· ~e una 

fbr111a considernble.n.lns- ÜN~ ·~~Úmertis¡.·s·:u1tlizad8s Cri c~¡~-~r~b~jo. como. sc.m~~~lrn.en la 

sección .de rcsu11DciOs .. ·: púes·. au.i~'Úe: i~·.C01a-\ie~hi-StÍ·~~~as ~~::.·:¡~:~-~d~~~~-~·:~~~~~~·~ón·::de é~tns 
-:-:~· ... _ .. ·'. ~:'.. · :=:·_.,:·-~<·'.~:·;~ _~l ·_ _ _ .. ·:~.-" ... ~·:; ... ~ , .": ·_··~···.~~;.~S~-L:;·'o;:~C'.<<;J;}'..:::;~~·: 4_ -~~-):.~:~:e : 

asociaciones; podría interferir cOn In fi>rtnación·de·una cstructui-a'plc!nan1ente'funcional; Sin 
- . ·:. ::.: :·'. ; .. >· .. ': ,· .. '.'<~:·· ;:-:_ !~~.: ,ó :;._~y:·:·:>":-. .... :.''.·.\·::'-:_?.'·.=·:~ .~ :;::·~.:::_·.-\c·=1X::··t~.'~~;k~~~fr::;{~:~l~.'..~~~~'~{~.i~:~~-~}:~~;_ ·:'.tr;:', :~ <~:- ·.< 

en1bnrgo. résultados cOn PCNA·r de 'chícharo fUsiOnádo.'c·on' GST-.-(Gluiülión':s.:ui\ilSfernsá) .. 
· . · ; .. ::-''. ··~·.:·_:-:.:~~·,,t::rJ::: ~:-~(: ... :~;-:::\: \/_: t: -,: · ;:·.: .:_ .. :· .:;-.. : -~ · ::·~;. ·'. >: .~> :~::~~~) .:iJr~~,~_¡.:~;g:-\.: .. 3;\?K~~-~ ~~~~;~_t:f~;~·'.:~~/~1,t~/(--~:: .. : __ . 

la cuál .es. unn,protefna'. de"~aproximadan1ente :JO. KDa;':muestran·· un :~estfmulO~~de .. hasta 28 
_. . ... ~· · -·.: __ .. ::~:'.::·,~.:;<_;,:;-:. :~;j~<,:.;_-:'~~-;· ·-:~":,_.· " .. , _ <:·~---~ :.'. ·~.'~,_:"·,···'.:./~~.::~:~:~f~:/- ::~~Xt;~::il~~-'.i~-~~tl~:~{~·~f0.;~~:!~t~!X~:;.~··.·\~.~: :·:. ·: .-· 

veces sobrC-ln actiy1dad;dc'.polin1erasa.en un·extracto.'nuclear;de.chícharo·en·presenc1a.dc 

PCNAr [Du~n~l~¿~i·>,; ~:-... · ··:···· • ···--··· >. ·(;.:.;;,:" ·.;~:~i:';·~:-.;~'.·;,~,~~(~·. , .... ·. . ' ~~~~; J.• .. 
Con10 se menci':lnó ."arribit~ In· interacción·, de: PC~Ar· de,·'mníz: c<;)n ~ l~.[ DNA-.'polim.era'.sa ó_ de 

· : . ·. :~ --:··. ·_. ::~···-./.~ :··:.- /-·,, . -, >/~>~-~~)::: . .-:~T::;:~'_:,:x~:~~·¡:~~:~;:~-t~~~~;:~!1;~~~t:'.~J,1~~~~t:·f~·~;~~~f_::/t~}i?:-~;:;;_:; f ?~ :-:.::: -· . _,. · 
maíz no._fu'e lo satisfactoria que sC esperaba;' ya que .la estimulación 7 f~e menor;. Comparada 

- _-:'. ~- ·;"·:.::_ ·:· :.:-: ··:_; '': · ·: :<1-J::::·<~:.~~~~(: '.~::Z'7ff~,/:f)f;:it~){ff :~;~;~i~;~~ t~-\t:~~-~~~ ._:~,~~:~~ 2:~:::·~::. --~·- .·~// .. ·,: J:, -
con lo que se reporta ·en-la literatura ·[T.V11rlmoto 'imd S1ll/lú'á~1'.!/990/'Zha11i: P4:e1 'Ül."·1998] en donde 

se observan. cstíni~lb~;.~~'~li~itH:1~t~{~:;:~~~~;;~~~i~#)~;~1~~í5~~~g~"~~~~~~i+e~cclón 
se observa que-bajo JaS:cOildiciOnes!ÜtiJizadaS:)elt¡)H'(,7.2.·eS1CJtóptiñi01:para·,,que'sé'dé el 

_ . . ."' -. . '. ;_(~:/~:({;:::2B:r~~~ -~:;~~J'..JC~3~),.:~;~{~;~z -.:·~-~~~~<·:~~~;~~·-::(t:{;\5-~.-~~.::~.:: ·- _ ... -·,,.' .. __ :, . -.: . _ ... , .· 
cstínnilo de Ja DNA""'¡)ol o·de··ma¡z;'·'inlñ"qUC,.c'OitiO"';'-.Ya>st:=.--menCiOnó; c1:pH.'rC¡:jOitñdo'Para la 

:::::::::: :~1,;:'~~~ií~~i1f ll~~~ql~~1flí~;!;::: 
proteína. Al estudiar el tierTíPo .de_.PfeiricÜbudo;'sC 'encUCñti-a.tjue'CI 'tiempo· óptirito·es de": J 5 

. . . ·. . .·. ~- ):-:·:~--~ :;,:~,;)~:}~~~ ;::~{~~&~:;\-~:~i;;:~J;7{¿icI2.fky·:~~-~~;>·~·~-I~~-:~::/:~~: ,i-;;~::!?,~:,~t(<::~-~'?>::~~/T.,: .. :~:.. . .. 
n1inutos; la d1sm1nuc1ón'de.1a·act1v1d.nC:I a los ttempos'de'30 y,60 m1nutos'pos1blemente"se 

.. _: .-.. . .. .-: .. .:-~~~ ~<~(,· ~ ;~;\9-??L~:<_ .. ~;/;:·.=;-:~;}:(:l~(:~:-:'.::_~::.;~1;{3-::?~~\;~55'.;~;-~~}:_:~:'.;;t-:>\'.:-'~:_::·~~i.-'\/\:é: ~:~'::. 
deba a una interacción:transitoria:·cntl'c:PCNAt)i".eJ DNA'cn:auSen-cia de~la polimeraSa·lo 

que ocasiona que P~NA~::·~~, ~,~~d~;;,~1~~~;;~,~-1·:~~;~:~~~;~,;p_o~·~6;·~:i;~~~-¡~~·1~·-au·~~~·c~á·':'d~ 
RFC en la mezcla de .reacci_Órl: .. Í~.-~~~e :~~¡'bi_Iiza~í~~~~t~ ~~¡~:~';\;:~.;o~ib,i_~i"d~d :·se.ria ·que·las 
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proteínas que co-cluyen con la politncrasa <lespué.S de su purificación. podrían bloquear._ de 

111ancra inespc.cifl_c_a .. el p~~ici~~mn1_~en1o_dc· PCNA sobre_ el DNA~ º 

Los resultad~s.!_~ct;t!~~np~-· ~e~:-r'7~~ci~.n (~i~mpo de i_ncu_badoi,~n_1_uc;~triu~ '::q~e-.~~-!··_DNA 

polimerasa .que }_~[ern5~i6n_a_<:!'n I><;N~r present'1. ll1lcP,i5~,d,c_~f¡'¡~¡;~~~ ~F~i~~po:.:'.1é,3o 
minutos (figura20). vié?d"se que al_ incubar ª· 1W. proteína~ con_1;{'meziib(dé reacción por 

:::.:~;;:::f ;S:f :f f :±:.:::;:;:;¡~~.,g[j~Tu1~~~·';[Tf ::::. 
pam posi~iori'1"';,,nu~v'1'i'éll!~~~-~~··º!.~:':.t,~~~}~:'!O.~/;!'~~ic~.~e~Únt_iempo; mayor _o bien 

que al terminar de'poliméri~r ll1~d de ;'á!i c<ld~nas'cl~· 01'/í\¡ rctAy/~ lapoli;,,erasa no se 

despegan rñp\~n~,'~",~~i-~-_P,~-r~~~~14I{~~;;:~¡~;i;~~-~~~~;!;~-~a:'T~m~i~~-se o~~e~~ en estos 

resultados .que .. ~ r/ -.~1~i~~l~~:: n:~ :.s~~&F~i~i~_f·fi~~~\ ~~~\~u~.:. la.:~~~¡-~~~ . c.?•nplet_c~. el m~lde 
artificial (~olid·A~- -b~i·g~d;~): --~~~/~~,~i~•~~~~~~,SZ.~.~:;_~~~~i-~~~:-~ CIJ,:,,este, tien1p~ _,!1~· l!tili~d_o. poco 

todavía débil. 

::,,::::": :N:'~t~~~~~f~~f ~4~;:iji;,;::.:·::::::: 
disn1inución que pudo dcbe~se~ ¡ p~r; ~.icmplo/: a_._que__ en,,~l ..... ensayo. <;on el. extrac;to proteico 

tot:tl cstab~'.' presente~>~<"ca~:;;i~~;,~~~~t;¡~~~'.'.f:~~~~i~+·· ~·; _lns. cua;·es . P~N~~·- .d~~.+:;z 
pudo tm11b1en estar cst1n1ulando.--au1ncntando as1 Ja acuv1dad total observada. El someter a·. 

e.;;¡ ~ t'(~(~;:._;~· ~ '~!f{~~::·:¡~~:;: ~J~~,~¡-:';'._.:: ~· ... :-~·','.<'.' ' . . - . . . ~' - >·-.; 
un proceso de purificadórt: k:idicio'fml ·.'a·_¡¡. :,DNA pOl ._O de maíz.. ocasionó In r)érdida-.. de las 

'• ~·."·. ".Í'.-:.,-;-'.~<;-~!'.Ji".':~~-,~:;~·,•·;t:~:;;;<~-_..•,_,~;t.-.·:'~:,' ~::- '···· .. ·.· . ~ ~-"' ;'_,N;··,-:•'.":.:::"7:~;.:~: 

otri.lS polin1crasns. A üÚimaS fccl;~s--st;·jjh_·~¡-~aO (¡tic.PCNA.no sólo interacciona con· Ja DNA 
·--;·· _'i' --.-~,·--,··s-~·"j·: .. ::·o-->·~·-,:;: ,.· -•.'· ·-:;.:.,.--.. :. ;,.-.,- ·•. ·. ,·. ,._ ' .¡ • ··'-; ·: 

poi B. sino que intCractú~ .. ~Ot~·-ot~s:-i;NA-~ P~liru'erasas [T.~urimo10 1998]. qúe _no~ hcmc::>s. 
' . -~ ~:-:'·;, __ •.. _ .. _,_.-.: .. :.~-;.1.-;•··, .'- ._ ,.. .. ~,-. '·,.'~-.:l.,''.',:--'~.··~,-

111cncionado y que hasta. ~el 111~1ncnto no se sabe con exactitud cual es. su función. 
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Adicionalmente .. In disrninución del eStimulo ·sobre la actividad de la DNA polimcrasa O .. 

scn1ipuriticuda con1pa~da Cori .. IÓS .. resultadó·~··ob.tcnidos con el extracto proteico podría 
. \ . : -.~ . '' .' '. . . . - . . 

deberse·-~ .·que- In" CnZ_(n:i~ ~-d~·._.111~~~· '7.S.-:.m~Y-~ i."!est~~le; es'· decir .. es una enzima lábil que .. 

::::?~~~!~~~~~%~~2:~::·:::::::·~~= 
enziana Conformada· jlOr.~~SubunidadCs éfi·S.:po1nbe [Z1w et al. 1997] y muy. probablemente en 

_ . -- _. :.- .. ~:." __ "i~7-·~;_..:1.~:;:::;:\r-~r;;~,~-:~.~~z~~~:~~.:-~~~/~·:tii~·.,._::: .. ::.. .. ·. ;: -; ·-___ : ._::: ~ ... -.-.~- ·- >·-: .::.:~· ·~ . ., 
rnaiz y ni ~a-sa~:_el .'i-~~~~~:·~~.~~.r~~~.bl~-,~-é¡u~---l~·.:~.1;t_~~~-~d~ne_s .. p~r:.•~.~·-~u~-~c~ ,~:~~~n· ~~il~dns·sus 

:::::::::.::iri?!~~~~~:¡1~tf ~~%l~~~~~~F:: 
lmberse encontrado otros" factores': (protCinas): reC¡uCridoS' para~ 18. · intei-acción ··entre ·.el DNA~ 

la DNA polimcrasa :Y:;i&~~:~i~\f j~i~~~~f~~~;~2,~~~i~t~~~~~1~)Í~'¡f~'t~~~&~(~BY~~re el 
111oldc de DNA. corrCCtan1ente~~ quetsé ~j)er~~í-íaít 'al_,'pulif}~n_r~ la. ·enziffia-~·pc>r·_:_hl ·Cf:!lurÜ1_1a de 

DEAE. como scri~n~~~i.'~~~,;~~:~:&;~rrff~~:~:k;·,:.,,~~~;:,t';}'~:',;{:(:,~',i~'"'_,:~,:·~,~:;": .. · .• ,·. 
Esto se observa ·cuda ·vez·cOri_riinYOr' frecUei1Cia"ei1 lós rC'pOrteS cientffico-s;··en'algurios casos 

~- .-- ,_ · }/i'.- :,:o -~.·~-~~~~--~-;.~ .. .¡_-~j;~tb·~~-t;%~~~ .. ~J.~r;::~-:;~~{~;¡i;~:: -\~;'..:. '. '{-t¡.:&f:i~~'A:~~~~~~\:~~J;~\~:~~~~k·:'<.-,~~L-: .·-- .. 
se necesita sólo de~ RFC;- [Zhcit1g ." a.·_--é1·.uf.~,:}999.''_:e;.,.fC"nbCrg '.J .. C. ~et. al. -)997] . para; observar el. 

: : ~·-·,._'.~:_';.·:; .· .;~~:if:~;;~.:~~!.fü ... -.'~~'.;-~~¡;·:·5S~-~~: '¡'.~: {;:~:.;~~,'~~- ;_~-~::·:~ ::~~-~'.!'.-.~~;~ : -.":~ ;~:~,i.'.~.; ;(~~::·~ ;~,:.¿-,~~- :·T:< .. ~:~. ~~Ú .. 1:;,:,:~ ::c.-.·._ , ". 
cstínnllo de PCNA sobre, la DNA· poltn1erasa ó~ .. pero-en otros se requiere de la presencm de 

prn1cinas con10 RP6,,?f' ::it1,i,'t;¡;J:f~·. ~t~f ;,•t.·· ::~71;f "~~~:~.~i2i;]'.;~~~:J2ir: ~;d~~ 
participantes en .la l~o·rquilla de replic_ación. ·Adernás~ podría requerirse de_ otras· Condiciones 

· ·~·~:\-/,_;···:·;.~/··:~z~~-,-.'; .. .- -. · ... _ · · ,_ ~.- .... ::"t·: ,_;-,·-'"---<,.\· ;";¿~~ .. :§-_·;:~~~~,~;-:;i!>\i.~f~,,;.\i~;_y·_·:.!· -.. 
específicas para 11evar .. a··cab_O _los-ensa)'OS ·con las protc.:ínas:·de· nü1iz.":.E~~,::~s.te: labófatorio 

todavía no se ¿J~~¡~i·~~;~;~~¡'~-~,:~~~·c;·¡~¡~-it:~f RFc ."):';Rr~--d~:~·~~i:i,-~i~\:ii:d~i~~Í~~b~~~:~-¿ii~~cl'~e~r 
todas estas protc·Í~h~'. .. -' e~-:·_'.~·~~:¡;: :;i~da' la' :~~1~ob'i1 i~ria. -'de·· l~:~·.~ój~-~~-~~~~;~~~~;~·;~-d~,i~i~'.::~~·, ·~a,iz. 

., . . . . . ¡ . • 

Esto es uno de los· objCtivoS:qúc Se desea cubrir'én '~1 futlir~ cn'-eStC "Si-u~·~.~~e '¡~1v'estiiación. 
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A partir de este. trabúj~~ podría proponerse para confirmar estas .suposiciones.·' e_l cl~nar'9 

sobrcexprcsar y purificar a RFC de rrtaíz parJ hacerlo interactuar con .el PCNAr de 111ai7_ 

bajo las conciicioncs:·quc:Sc.esludinron en este proyecto. para ver si"el·estÍfn.{.1Ci_',es'"entOi1ces 
-" -· ,__ . - - . -, ··,· ···-· . 

de igual .:fo~·.;.,~·~-R~·~/~i1'·ri~~~ ~st~ ·;,o·.-scr.iri útil p~~'rcis ·c~~~~-0~-,~~-?d~ri~·~:~if;_y~~¡)-¡·;~~p·ci:íidA­

ol igodT como templado pero sí en ensayos en· dond;, ;;.; tef~,~:;\~~~~~~c,~~f~~!~~ti~•'para la· 

replicaciÓrí in vitro.·· Adicionalmente seria conveniente ·el :'CO-rta'r/Ia :Colá;·Cle~hiStidirlas de 

PCNAr de maíz. con Ja proteasa rTEV (Tobaeco Eteh :vi~~;·;'¡;:~:~'.:¡~;¡f~~l:?~·i: plásinido 

utilhmdo. pl'ROEX HTb, codifica ia 
,/·;: ;·~- ,",' 

·seclií.:OCfo :-,~.d~ corte 
. :~;;:· -':· <.::. .. ~ 

[invitrogcn.co111/contcnt/vcctors/pproc.xhtb]. para ver si C~ie ',;~·~:~~~:,_~d~ J~s·:·rá~tO~e~- que 

63 



CONCLUSIONES 

•:• Se logró sobrcexprcsar y purificar a PCNAr de n1uiz. 

•:• Se purificó a PCNAr de n1aíz_dc los c~·~CpOs de inclusión y se obtuvo un anticuerpo 
'·., . -·" ·,._ . 

dirigido contra _:_~s~":.:;~~~:~~.!~~~-:~~~-~-~-~~~~ric:Josc, que 0 c~tc __ :_~t~~ucrpo reconoce 

únicanu~ntc a · PC~A. ~pii ;_ ~?c~~i~-~~-~;· pf~~~-i~os de_· ejes embrion.~rios ge~minado~ u 

di fcrentes honis~.d~ -~jiÍ~ :/l.-~,:'~i:.: .. ~'.::; ·. ·~i- ~, -\" ~ -.. 
. -;:··.e:;·· . 

,: -· '-:,, ... ~··· "~;:_,,::. ;; ,,_,-> .~ ; .. ~>;·,_. 
,• . .,• .,~ -- -. -~· ~ ;_,..;·' ' 

·=· La Cromat~gri.fi;;1~,¡ii~;,1~~¡;~~ &.;1e~~J~_i:;·>' ios A~!~s;.;,~i.i~.;<~()st..;,ron que Ja 
proteína ·r~c()~l,i!~~~f~.;.~~;~~1,ifica~J~;~·t.~,;!~~fin~i~iJ~esJ;,~··.~?.lo,.,;;, ~ncuentra 
presente Cn_:··ró~~-~ :' d~_··::~~~~On~~-~-~~~J:: drf.iú!i=o/y~~-:_'tí-hnCrO.~ -Sine; ··que t~mbién forma 

algunos ag~e·gndos i~~ ~unl-e~' P•:>dri~n ·S~r~~~~ili~erO~·-d¿ PcNA.. 
~·-.-':~_..::,.-,..~ . --Y'.:~-z:>~"?~'-~->º~ --:e-;-;.·,~.'··: 

... >} 

•!• Se observó que el- PCNAr:~ de ;mñíz ·estimula en ,fOnna ·considerabJC· a la DNA 
. ~- '~ , ' . , -

poli n1erasa ó en ~xtl-ll~tOS ·' P~~t~i~~~{Ct~i~I~~ de maíz, I0grá.nd0:se ., ~bt~ner . las 

condiciones ndecundñs pará · .di-~llo -~--fe~l~~-: las ~u~\eS ··so~·: ... P:I-1=:=7 .2. tic{"~,~~ _··d_e'. pre­

incubado = 15 min~tos y ti~niP_o· dC' in~uhació_1_1 = 30 O:.ú~U:t~·~. 

•!• Con los resuhados obt~nido~ ~.c.· JoSió ~~a~7~r nm_~- !11ás ~~ Ja -~~-~racte~~~ción de la 

DNA poli1nerasa l __ de n18iZ. bbtenieridó-- datos para· considerBrla como ·una DNA 

polin1crnsa de tipo ó. 
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