
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXJ;CO 

FACULTAD DE QUIMICA 

Divisi6n de Estudios de Posgrado 

AISLAMJENTO Y CARACTERIZACION DE LA 

ACTIVIDAD DE DNA TOPOISOMERASAS DE MAIZ 

.TESIS 

Que para obtener el Grado de Maestro en 

Ciencias Químicas (Bioquímica) 

presenta 

LUZ DEL CARMEN CASTELLANOS ROMAN 

México, D.F. 

1986 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



JURADO ASIGNADO 

Presidente Dra. Aurora Brunner 

ler. Vocal Dr. Edgardo Escamilla 

Secretario Dra. Irma Berna! 

Suplente Dr. Fernando Montiel 

Suplente Dr. Ezequiel Murillo 

Este trabajo se desa~rbll6 en el Departamento de Bioquímica 

Vegetal de la DEPg de la Facultad de Química, UNAM. 

Asesor del Tema: ~'> 

~orge Vázquez R 

Sustentante: 

¼dl~~-Biol~z- de~Román 



RESUMEN 

En el presente trabajo se describe la presencia y purifica

ción parcial de 2 actividades enzimáticas no descritas previamente 

para maíz: la topoisomerasa I 1y la topoisomerasa II. Ambas, presen 

tan actividad de relajación en plásmidos superhelicoidales, de ma

nera análoga a la descrita para las correspondientes enzimas de 

eucariontes animales. Difieren entre sí en sus requerimientos: la 

topoisomerasa I requiere de KCl (50 mM), trabaja en un rango de 

pH de 6.5 a 9.0¡ es estimulada por Mg++ y posiblemente se inhiba 

en presencia de ATP¡ a lo largo de su purificación y almacenamiento 

es más estable que la topoisomerasa II. Por su parte, la topoiso

merasa II trabaja óptimamente con KCl (100 mM) y requiere de Mg++ 

y ATP (Función óptima conl5 mM y 1 mM respectivamente)¡ el rango 

de pH para actuar es de 7.0 a 9.0. 

SUMMARY 

Two new enzymatic activities in maize are d~scribed in this 

work: DNA topoisomerase I and DNA topoisomerase II. Both of them 

relax supercoiled DNA in a manner analogous to that described for 

animal DNA topoisomerases. However, both enzymes differ in their 

requirements: topoisomerase I requires KCl (50 mM), is active in 

a pH range of 6.5-9.0 is stimulated by Mg2+ and seems to be 

partially inhibited by the presence of ATP¡ besides is more stable 

than the t6poisomerase II. On the other hand, topoisomerase II 

works optimally ata concentration of KCl of 100 mM, requires Mg2+ 

and ATP (15 mM and 1 mM respectively), and is active in a pH range 

of 7.0 - 9.0 
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INTRODUCCION 

ASPECTOS SOBRE LA GERMINACION 
1 

La semilla es un ente de reposo característico en el ciclo 

reproductor de muchos vegetales y constituye una planta en poten

cia fºn un metabolismo muy bajo y con propiedades excepcionales 

de rbsistencia a condiciones extremas como calor o frío y gran 

longbvidad (1,2). En la figura 1 se muestra la semilla de maíz. 

-Una vez madura, la semilla normalmente tiene una etapa de 

descanso, antes de germinar y convertirse en una nueva planta. 

El clncepto de genninaci6n es difícil de definir pues en la lite

ratura no existe una concordancia en los procesos que abarca. Una 

definici6n aceptada establece que cuando la semilla es humedecida 

se disparan procesos metab6licos que hacen que una parte del em-

. 61 í 1 . . d . . . 6 brin, la rad cu a, emerJa; pero esto pue e implicar que s lo 

exisla elongaci6n celular y no divisi6n celular (3,4) y es aquí 

d d i · 1 d' · on e empiezan as ivergencias. 

La actividad metabólica de la semilla puede dispararse por 

imbibici6n con agua o en algunos casos mediante cambios en las 

condiciones ambientales u otros factores (2). Por ejemplo, la sin 

tesis de macrornoléculas corno él RNA y proteínas comienza pocos mi 

nutos después de la irnbibici6n, y en general se aceptan corno pre-
1 

rreq!isito para la emergencia radicular; ambos parecen tener un 

papel importante en la replicaci6n de DNA, pues la inhibición de 

la sintesis de cualquiera entre las O y 9 horas después de la irn

bibi1i6n suprime la síntesis de DNA (2), por otro lado, la sínte-
1 

sis de DNA puede ocurrir después de la germinación corno parte 

1 
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integral del crecimiento de los ejes (4). En el caso particular 

del ma!z se observa s!ntesis de DNA desde las primeras horas de 

imbibici6n de los ejes embrionarios y se incrementa notablemente 

a las 10 horas aproximadamente, continuando con una cinética si

milar por lo menos hasta las 25 horas, como se muestra en la fi

gura 2. Dado que la finalidad de la germinaci6n es preparar a la 

semilla para que sus células se dividan y crezcan y la elongaci6n 

celular-no asegura que exista la divisi6n celular, en este traba

jo se define a la germinaci6n como el conjunto de eventos metab6-

licos que se llevan a cabo en una semilla desde su imbibici6n has 

ta que ocurren las primeras divisiones celulares (2) .. 

Uno de los. eventos más importantes para que ocurra la divi

si6n celular es la replicaci6n del DNA. Los procesos metab6licos 

que llevan a que esta molécula se duplique y las enzimas que par

ticipan en dichos procesos son ampliamente desconocidas en plan

tas y por tanto su estudio cobra relevancia. Es de interés en el 

presente trabajo, el estudio de algunas de las enzimas que parti

cipan no s6lo en el metabolismo del DNA, sino también en la con

formaci6n topol6gica de éste. Sin duda estos eventqs son impresci~ 

dibles para que ocurra la replicaci6n del DNA y la primera divi

si6n celular, logrando asf la germinaci6n. 

Antes de entrar en detalle sobre lo que se conoce de estas 

enzimas en otros organismos debernos de conocer generalidades del 

sustrato con que actfian. 
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GENERALIDADES SOBRE EL DNA· 

La estructura helicoidal del DNA, así como la cantidad que 

existe de ~ste en la célula, involucran problemas topol6gicos que 

la célula debe resolver para empacar de manera ordenada la larga 

molécula de DNA en el núcleo; así mismo la manera exacta de doblar 

el genoma podría determinar la actividad de los genes en esa re

gi6n. La célula también debe. resolver el problema de la replica

ci6n del material genético, así como otros procesos en que inter

viene el DNA. 

En el procariote Escherichia coli existen 0.009 pg de DNA 

por célula (5) y el estado topol6gico del DNA se considera ener

géticamente activado puesto que la superhelicidad resultante pro 

duce una tensi6n torcional (6), en tanto que en eucariotes la can 

tidad de DNA es mayor como se demuestra en tabaco donde existen 

2.5 pg de DNA por célula (5) por lo que esta gran cantidad de DNA 

debe de estar bien organizada para poder llevar a cabo sus funcio 

nes y en consecuencia deben de existir niveles de organizaci6n. 

La cromatina como se sabe, está formada de DNA y de histonas 

y una proporci6n variante de proteínas no hist6nas. El primer ni

vel de condensaci6n es el nucleosoma en el que el DNA se enroll.a 

en 1.75 vueltas alrededor de éste, siendo las histonas Hl las que 

interactúan con 20 pares de bases de DNA para completar las 2 

vueltas del DNA (7). 

Siendo ésto, un hecho tan conservado evolutivam.ente en los 

organismos, al igual que características tales como el difunetro 

del nucleosoma, como lo muestran las medidas de tabaco (1.25 a 

1.6 µm), maíz (1.25 µm) y animales vertebrados (1.25 µm) (8); es 

5 



de esperarse que especies tan d~stantes tengan mecani$mos semeja~ 

tes para realizar sus funciones. 

Otro nivel de organizaci6n es el solenoide que consta de 6 a 

7 nucleosomas por vuelta en un enrollamiento cont.!nuo (7). Los 

nucleosomas as! organizados pueden fono.ar lo que se denomina fibra 

de 30 nm, de la que la histona Hl seguramente es responsable; de 

este nivel de organizaci6n se pasa al de los dominios con asas que 

tienen un promedio de longitud de 400 :rnn y están constituídos por 

la fibra de 30 nm. Estos dominios a su vez forman las secciones 

condensadas de cromosoma con una longitud de 700 mn, formando fi

nalmente el cromosoma de metafase cnn un ancho de 1400 mn (9) 

{Figura 3). 

Lo anterior da un indicio del nivel de complejidad estructu

ral que presenta el DNA de eucariotes al estar compactada toda su 

longitud al espacio nuclear y los problemas que la célula tendría 

que resolver para que su cromosoma pueda ser replicado, transcri

to, reparado, etc. 

Las DNA topoisomerasa parecen ser las herramientas que poseen 

las células para solúcionar adecuadamente los problemas topol6gi

cos que representa la compactaci6n del DNA celular y su grado de 

superhelicidad. Por cierto, para explicar la superhelicidad del 

DNA es conveniente mencionar algunos comentarios topol6gicos; la 

superhelicidad de un DNA duplex circular se define en términos 

del número de uni6n a. el número de uni6n a se refiere al número 

de veces que dos hebras se entrecruzan, cuando el c!r~ulo se fuer 

za a estar en un plano y se cuenta el exceso de entrecruzamientos 

de direcci6n derecha o izquierda de una hebra sobre la otra con 

6 
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respecto al eje de la hélice. En el estado basal y considerando 

la configuraci6n beta del DNA (10.4 pares de bases por vuelta) 

donde no existe tensi6n torcional, el nmnero de uni6n a se con

sidera relajado. Cuando a=8 entonces el DNA está relajado, en 

tanto que cuando a#8 el DNA está super helicoidal y si a > 8 la 

superhelicidad es positiva. Es decir, que cuando el nmnero de 

unión a es m&s pequeño que 1/10.4 p.b. la superhelicidad es ne

gativa y si es m&s grande, entonces es superhelicidad positiva 

( 6, 65) • 

DNA TOPOISOMERASAS 

En la horquilla de replicaci6n, por cada 10 pares de bases 

replicadas, la doble hélice paterna debe de girar una vuelta alre 

dedor de su eje. Cuando la horquilla se mueve, el cromosoma ente

ro enfrente de ésta debería rotar rápidamente, proceso que reque

riría gran cantidad de energía, sobre todo Guando se trata de 

cromosomas largos. Ya que ésto no es factible la soluci6n sería 

que sólo un pequeño fragmento alrededor de la regi6n por replicar 

se girase en el sentido adecuado y permitiera que la replicaci6n 

continuase; esto es un ejemplo de lo que pueden resolver las topo 

isomerasas (9). Las topoisomerasas son enzimas capaces de ínter

convertir las formas topol6gicas del DNA. Su descubrimiento es 

relativamente reciente y la primera topoisomerasa que se descubrió 

fue la w en 1971 (10). Se han encontrado tanto en procariotes co

mo en eucariotes y se les asocia con procesos de vital importan

cia. Por su mecanismo de acci6n de corte y reuni6n, así como el 

tipo de actividad que pueden realizar se ha asociado su funci6n 

8 



con procesos del cromosoma como relajaci6n y superenrollamiento, 

anudaci6n y desanudaci6n, catenaci6n y descatenaci6n, renaturali

zaci6n de círculos de una hebra con secuencia complementaria, etc. 

Dos tipos de topoisomerasas han sido descritas según el me

canismo de acción que desarrollan y se describen a continuaci6n. 

DNA TOPOISOMERASA I 

Este tipo de enzimas relajan al DNA superhelicoidal princi

palmente negativo, aunque algunas relajan también.el positivo. 

Hacen el corte en una sola hebra del DNA y no requieren ni ATP ni 

Mg2+. El cambio en el nmnero de uni6n es de· uno en uno. 

En procariotes, la topoisomerasa I de E. coli tiene preferen 

cia por el DNA superhelicoidal negativo; el positivo casi no se 

afecta y esto concuerda con el hecho de que el DNA superhelicoi

dal negativo favorece las regiones de DNA de hebra sencilla que 

se requieren para que actúe la enzima (6). La enzima de procario

tes se une por una uni6n o4-fosfotirosina al grupo fosforil S'P 

en el corte producido al DNA (6,11,13). En "eucariotes las topoiso 

merasas I pueden relajar superhelicidad negativa y alguna posi~ 

tiva también; no requieren de. magnesio ·aunque éste puede llegar 

a tener un efecto estimulador; el ATP no se requiere e incluso· 

en algunos casos llega a tener un efecto inhibitorio como ocurre 

en Ustilago maydis (14) y en eritrocitos de pollo (15). Los pesos 

moleculares de las topoisomerasas I se encuentran entre 62000 y 

100 000 con excepción de las de coliflor y u. maydis que se cal

culan entre 200 000 y 270 000 (14,16,17), ·aunque éstas han sido 

s6lo parcialmente purificadas. 

9 



Las topoisomerasas I de eucariotes interaccionan con el nu

cleosoma y varias proteínas cramosomales, y se piensa que las 

proteínas Hl y .HMG estimulan la relaj aci6n (11). La uni6n de la 

enzima con el DNA es covalente y es en el extremo 3' formando una 

3'-fosfotirosina (6), contraria a la que se forma en procariotes. 

DNA TOPOISOMERASA II 

Este tipo de enzimas cortan ambas hebras del DNA y por tanto 

cambian el número de uni6n en pasos de 2 en 2. Requieren ATP y 

magnesio para realizar su actividad. 

La DNA topoisomerasa II aislada de procariotes se ha llama

do DNA girasa y consta de un tetrámero en asociaciones diméricas 

con subunidades diferentes. La girasa desarrolla varias funciones 

(6): a) superenrolla negativamente el DNA dúplex relajado en pre-

++ sencia de ATP y Mg , b) en ausencia de ATP relaja el DNA super-

helicoidal; c) en presencia de ácido oxolínico (inhibidor espe

cífico de la subunidad A)prornueve un doble corte en sitios espe

cíficos; d) hidroliza ATP en presencia de DNA y e) es capaz de 

formar y desunir catenados. 

La DNA girasa se une al DNA por el extremo 5'P del corte pro 

ducido. Alrededor de 105 pares de bases de DNA rodean en una 

vuelta a la enzima aunque la uni6n del ATP causa la asociación de 

longitudes más grandes (18). 

En eucariotes las topoisomerasas II que se han purificado a 

homogeneidad parecen constar de una sola cadena peptídica y su 

tamaño va de 150 000 a 180 000 daltones (11); pueden relajar, 
, 

catenar, descatenar y desanudar el DNA, y para que realicen una u 

otra función sólo tiene que variarse la 'fuerza iónica, así como la 

10 



presencia de estimuladores como la espermidina e histonas (14,16, 

19). No se ha encontrado actividad de superenrollamiento en estas 

enzimas, a diferencia de las de procariotes (20). 

En la Figura 4 se muestra un cuadro con las características 

de algunas topoisomerasas. 

ASPECTOS MECANISTICOS 

El arquetipo de las topoisomerasas examinadas muestra que 

éstas: a) rompen y sellan la cadena o cadenas de DNA; b) presen

tan una uni6n o4-fosfotirosina con el DNA y c) forman un comple

jo covalente de DNA-enzima, que es un intermediario activo en la 

topoisomerizaci6n. Esto se ejemplifica en la figura 5. 

REACCION DE CORTE 

REACCION DE CORTE POR TOPOISOMERASA I 

Las topoisomerasas I de procariotes como E. coli y M. luteus 

cortan al DNA dúplex en una regi6n de hebra sencilla en la posi

ción 5' •••• CNNN} ..•• donde N es cualquier base (13,21). Pueden 

anudar y desanudar plásmidos, por lo que la fo:rmaci6n de nudos 

debe de requerir de regiones ~e apareamiento local de bases (22). 

También pueden aparear círculos de hebras sencillas complementa

rias (6). Otra actividad que pueden realizar es la de catenar o 

descatenar, siempre y cuando al menos uno de los círculos conten

ga un corte en una hebra (23). Las enzimas bac~erianas son re

fractarias a cortar DNA relajado, mientras que las de eucariotes 

lo cortan a menor velocidad que.el superhelicoidal (11). 

En eucariotes la composici6n nucleot!dica para los cuatro 

nucleótidos del extremo 5' del sitio de corte (posición -4. a -1) 
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Fig. 4. TOPOISOMERASAS 

ORIGEN TIPO PM ACTIVIDAD INHIBIDORES ESTIMULADORES CARACTERISTICAS 

Trigo I 111,000 Capaz de aumentar o No requiere 
(53) disminuir el No. to- Mg++ ni ATP 

pológico del DNA co-
valentemente cerrado 

EDTA 0 Espermidina 
I 200,000 Relajación T=40·C, 30 min, Mg++ 

Coliflor Novobiocina 
(16) II 200,000 Relajación Espermidina . Requiere ATP 

EDTA, T=40°C, 2·' y Mg++ 

Ustilag:o I 270,000 Remueve superhelici- ATP Mg++ Homedímero 
maydis dad de DNA positiva Hl 
(14) y negativa. 

DrosoEhila II 261,000 Relajación, catena- Novo Dímero 
(19) ción, decatenación, 210 mM Requiere ATP 

desanudación, Altera Cuando corta la ..... el No. de unión en enzima se une 
. IV pasos de 2. al 5' 

XenoEUS II Catenación de DNA su- Coumermi- Espermidina Requiere Mg++, 
laevlis perhelicoidal negativo cina. ATP. Fuerza 
(49) o relajado Iónica 26-30 mM KCl 

Decatenación Fuerza iónica alta 
Mg++, ATP 

Eritrocito I 62,000 Relajación 
de pollo 100,000 
(51,61) 

Hígado de I 66,000 Relajación de DNA su- Rompe en región po-
rata perhelicoidal negativo tencial para la for-
(50) y positivo. mación de dulex 

100,000 A 150 mM es más proce- uniéndose al 3' 
civa la forma grande 
que la chica. 

Relaja superhelicidad Monomérica rica en 
positiva y negativa. Mg++ lisina. Se une al 3 1 

Catención Heparina y preferencialmente 
HeLa I 100,000 Promueve renaturaliza- Hl, HMG a pirimidinas. 
(52) ción de 2 anillos de 

SS 
Puede romper DNAss 



FIG. 5 
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Un extremo de la doble 
P -s· ~ hélice no puede girar 

con respecto al otro. 

Ataque de la topoisome
/ rasa con una tirosina en 

/ el sitio activo. 

,_/ 

_ormación del enlace 
covalente al romperse 
una unión fosfodiester. 

Los extremos pueden 
girar liberando ten
sión acumulada. 

- a formación espontánea 
de la unión fosfodiester 
regenera a la · y 
a la doble hélice. 



as! como el nucle6tido inmediato al sitio de corte 3' (posici6n 

+1) tienen un consenso significativo en su secuencia y es dife

rente de la procariotes. 

El corte en eucariotes se produce en regiones de DNA dúplex, 

en tanto que en procariotes la enzima interactúa preferencialmen

te con segmentos de DNA con regiones de hebn.a sencilla y dúplex 

ocurriendo el corte en la regi6n de hebra sencilla (11). El corte 

que produce la topoisomerasa I de procariotes al DNA, sugiere que 

la enzima se une al DNA en ambos lados del sitio de corte y esta

blece un puente entre los extremos. En eucariotes el corte de la 

topoisomerasa I es en regiones dúplex de DNA por lo que la comple 

mentariedad de las hebras las mantendría ·juntas en el corte, lo 

que equivaldría al puente de los procariotes (11). 

REACCíON DE CORTE POR TOPOISOMERASA II. 

Las topoisomerasas II de bacterias, o girasas, cortan en re

giones dúplex de DNA que tengan la secuencia ••••• 

5' RNNNRNRT I GRYC~YNYNGNY 3 1 donde N es cualquier nucle6tido, 
(G) (T) 

Res una purina y Y es una pirirnidina (24), y no cortan DNA de 

hebra sencilla (25). 

Este tipo de enzimas se unen fuertemente a DNA de hebra sen

cilla y se piensa que pueden reconocer estructuras secundarias 

del DNA, de manera análoga a corno actúa la topoisornerasa II del 

fago T4 ( 25) • 

Algunas drogas antiturnorales estimulan el corte del DNA por 

topoisornerasa II. Así, la 4'-9-acridinilarnino rnetanosulfon 

rn-anisidina (m-AMSA), en presencia de SDS, estimula el corte del 
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DNA por la topoisornerasa II de rnaifero (26). 

REGULACION DE TOPOISOMERASAS 

Las topoisornerasas pueden sufrir modificaciones corno la fosfo.

rilaci6n, que incrementa la actividad de relajaci6n, mientras que 

si se trata a la enzima con fosfatasas baja la actividad, corno se 

ha reportado para la topoisornerasa I de cédulas de ascitis de 

Novikoff (27). Los aminoácidos de la enzima que se modifican ·in 

vitro son serina y treonina y uno de estos es el que se modifica 

in vivo (11). La topoisornerasa II de ·orosophila se modi-fica tarn-

bién en residuos de treonina y serina (28). 

En bacterias el sitio de fosforilaci6n podría ser la tirosina 

involucrada en la uni6n al DNA o alguna cercana a ésta, como 

se ha demostrado en experimentos donde se bloquea el residuo de 

tirosina y no ocurre la fosforilaci6n (29). La rnodificaci6n quí

mica de los residuos de tirosina de topoisornerasa I y de girasa 

inactiva a las enzimas (30). 
' 

Se ha descrito una proteína cinasa asociada a la topoisornerasa 

II de D. melanogaster que se coinactiva con ésta, por calor o por 

N-etil rnaleimida, por lo que existe la posibilidad de que la ci

nasa sea una actividad intrínseca de la topoisornérasa (28). 

La topoisomerasa I de eucariontes también se modifica e inacti 

va por la poli (ADP-ribosa) sintetasa (31), lo que debe de cons

tituir un mecanismo de regulaci6n in vivo. Interesantemente in 

vitro la topoisomerasa I es un buen aceptor de la poli (ADP-ribosa). 
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ASPECTOS BIOLOGICOS 

LOCALIZACION 

La actividad de topoisomerasas en eucariotes se ha encontrado 

en el n6cleo, mitocondrias y cloroplastos. La cantidad de enzima 

por organelo parece ser pequeña y a que como ejemplo, en mito

condria de mamiferoexisten 6 moléculas de topoisomerasa I o de 

1-2 copias por genoma mitocondrial (32). 

La topoisomerasa I nuclear de o.· mela.Iiogaster se encuentra en 

lugares transcripcionalmente activos (33). La tipo II se ha en

contrado en cromosomas politénicos y se ha visto que durante la 

mitosis ésta: parece distribuirse en toda la célula (34). Igual-
. . 

mente se ha encontrado mayoritariamente en el armaz6n de los cro

mosomas, como se muestra en los cromosomas mit6ticos de pollo (35). 

ACTIVIDAD EN REPLICACION DE DNA 

La DNA girasa ·y la DNA topoisomerasa del fago T4 están impli

cadas en el inicio de la replicaci6n. Esto se ha estudiado en sis-

temas in vitro con fracciones solubles de enzimas que pueden ini-
' 

ciar la replicaci6n bidireccional de la región de orígeii ori C 

cromosomal clonada en plasmidos; mostrando ·que se requiere de gi

ras a para iniciar la replicación tanto en sistemas de plásmidos 

circulares como lineales (6,11). El papel de la topoisomerasa I 

de E. ·coli es difícil de estudiar por los efectos pleiotr6picos 

de la disfunción de la enzima. Durante la elongación de la repli

cación, el avance de la horquilla originará que se acumule super

helicidad positiva en la porción no replicada mientras que la 

porción ya replicada tenderá a tener menor superhelicidad de la 
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' 
requerida para el funcionamiento cromosomal. En procariotes se 

ha visto que in vivo es la topoisomerasa I quien se encarga de --
relajar el DNA que se encuentra excesivamente superhelicoidal. 

A su vez, la topoisomerasa II o girasa funciona reintegrando 

el grado de superhelicidad a regiones de ONA que. han sido relaja

das. Esto es, existe· un equilibrio en la actividad de estas 2 en

zimas para mantener al DNA en el ,estado de superhelicidad adecua

do (6). Para eucario-tes no se ha podido aún establecer un modelo 

para el funcionamiento in vivo de estas enzimas y solo se tienen ---
algunos datos sobre su posible funci6n -biológica. Por ejemplo, 

parece ser claro que la topoisomerasa II es indispensable para 

la segregaci6n cromosomal en levaduras y la separaci6n de repli

cones cromosomales .(36), aunque la replicaci6n aparentemente pro

sigue con o sin topoisomerasa II. A su. vez, la topoisomerasa I 

puede faltar completamente en la célula· y ésta ser viable (36). 

Quizás el ejemplo más claro de la "función de las topoisomerasas 

en eucariotes provenga de uno de sus. virus. La replicación de SV 

40 puede detenerse completamente por medio de campotecina, un in

hibidor de topoisomerasa I, o de epipodofitotoxina VM-26, inhibi

dor de topoisomerasa II; así corno con los anticuerpos contra cual

quiera de estas enzimas (37). 

Estudios irt vivo en eucariotes han mostrado que -altas concentra 

cienes de novobiocina pueden inhibir la inicia·ci6n de la síntesis 

de DNA, ejemplo de esto se tiene en células de mamíferos· y en cé

lulas inf~ctadas con adenovirus .(38, 39); en maíz también se ha 

visto afectada la síntesis (40). 
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ACTIVIDAD EN TRANSCRIPCION 

La transcripción del DNA parece ser regulada por el grado de 

superhelicidad. En algunos operones procariotes como el de la 

lactosa y el de ma.ltosa la transcripción se deprime al usar inhi

bidores de girasa, mientras que otros casi no se afectan (11). La 

transcripción parece ser especialmente alterada por inhibidores 

de DNA girasa en bacterias en esporulaci6n (41). 

En eucariotes la transcripci6n se puede estimular por la super

helicidad del molde. En ~stos la mayoría del DNA no esta bajo la 

tensi6n de constreñimientos topol6gicos como en procariotes; sin 

embargo, una fracci6n podría estar en superhelicidad negativa de

bido al nucleosoma (11). 

Estudios de oocitos de ·xenopus en transcripción indican que el 

ensamblaje de la cromatina requiere de ATP y magnesio y .se inhi

be por novobiocina, por lo que también parece ser necesaria la 

topoisomerasa II (42, 43). Como ya se m.encion6 antes, la topoiso

merasa I se encuentra preferencialmente en regiones activas en 

transcripci6n (11). Aún así, su funci6n biológica no esta clara. 

RECOMBINACION 

La topoisomerasa I puede estar involucrada en recombinación 

pues permite el apareamiento de hebras complementarias sin extre

mos y puede cortar y sellar, así como transferir hebras de DNA 

(11). Los sitios de corte de la topoisomerasa I de SV 40 partici

pan en la recombinación no hom6loga, pues las secuencias de corte 

de entrecruce tienen homología en 2 o 3 pares de bases (44). 

En procariotes se ha observado que las topoisomerasas al 

mantener la superhelicidad del DNA pueden estimular la recom.bina-
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ci6n; esto se ha visto en la integración de lambda (6), y en la 

transposici6n de Tn 5 (11). 

En eucatiotes la topoisomerasa I puede escindir secuencias 

virales integradas en tanto que la topoisomerasa II interviene 

en el intercambio de crom~tidas hermanas (11,47). 

REPARACION 

En procariotes se ha descrito que en la reparaci6n de daños 

al DNA por 1uz ·ultravioleta, interviene la DNA girasa (45,46). 

También la topoisomerasa I puede inhibirse ·11 in Vitro" cuando la 

luz U.V. altera la estructura del DNllº 

La poli ADP-ribosilaci6n de topoisomerasas parece estimular 

los procesos de reparaci6n .( 31 ) • 

RELACION ENTRE GERMINACION Y DNA TOPOISOME.R,1\SAS. 

Estudios realizados en el laboratorio han indicado que pue

den distinguirse 2 'tipos de síntesis de DNA durante la germina

ci6n temprana de maiz: una que podría considerarse como pre-re

plicativa y que se lleva a cabo durante 'las primeras 6-1 O horas 

despu€s de la imbibici6n; y otra que se ha relacionado con sínte

sis replicativa y que ocurre después de las 10-12 horas de la 

imbibici6n. Uno de los criterios para establecer esta diferencia 

ha sido el uso de inhibidores de la síntesis replicativa de DNA 

como son ara-CTP y novobiocina. 

Núcleos aislados de embriones de semillas, sobre todo de 

aquellas semillas cuya viabilidad se ha reducido por almacenamien 

to inadecuado, (que han envejecido artificialmente) muestran una 

clara distinci6n en el efecto que novobiocina causa a la síntesis 
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de DNA; mientras que el inhibidor no es efectivo en n6cleos de 

embriones incubados por 0-3 horas (periodo pre-replicativo), la 

síntesis es notablemente reducida por novobiocina en los núcleos 

de embriones in·cubados por más de· 15 horas (periodo replicativo, 

(40_)). Independientemente de poder _sugerir que existen 2 tipos de 

síntesis de DNA durante la germinaci6n temprana de ma!z, es impor 

tante hacer notar que novobiocina es un potente inhibidor de DNA 

topoisomerasas tipo II (20 ,.48). Podrfa entonces sugerirse que la 

s!ntesis de tipo replicativo requiere· una topoisomerasa II para 

que pueda llevarse. a cabo mientras que la enzima no es tan impor 
{ 

tanteen perfodos pre-replicativos. 

Ante la evidencia de la presencia de topoisOm.erasas en sis

temas éucariotes animales (19,49,50,51,52) ·y más recientemente en 

vegetales (16,53), decidimos inicia~ la búsqueda de ~ste tipo de 

enzimas en maíz, siendo nuestro modelo el eje embrionario d.e mafz 

durante las primeras horas de la germinaci6n. El aislamiento 

parcial y caracterizaci6n se describir·á a continuación. 
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OBJETIVOS 

l. Detectar la actividad de topoisomerasas en ma!z. 

2. Optimizar el ensayo adecuado para medir su actividad 

3. Establecer la metodología para el aislamiento de las enzimas 

4. Caracterizar la actividad de la(s} enzima(s} encontrada(s}. 



MATERIALES Y METODOS 

Material biológico. Ma!z variedad Chalqueño fue amablemente pro

ve!do por PRONASE, Coyoacán, México D.F. 

Sustancias ·ou!micas. Trit6n X-100,· Pronasa, Proteinasa K, polie

til.englicol, PMSF, Azul de Coomasi.e, acrilamida, bis-acrilamida, 

DEAE-celulosa, Sephadex G-1.50 y Sepharosa 6B se adquirieron en 

Sigma Chemicals Co., St. Louis Missouri, USA. Hind IIIy pBR. 322 

se adquirieron en .Amersham, Bucks., U.K. sos se compr6 en Merck, 

México; Agarosa M •. Trisacril y Ultrogel HA fueron de LKB, Uppsala, 

Suecia; TEMED y HTI se adquirieron en Bio Rad, USA y finalmente 

fosfocelulosa P-1.1 se adquirió en Whatman •. Otros reactivos "fueron 

de grad.o anal!tico. 

Aparatos. 

Homogenador Polytron Kinematica CMBH (Lucerna, Suiza). 

Fuente de voltaje AV-ZFN, Electrónica Vimar. 

Aparato de electroforesis L..MB MS29, Cambridge, Inglaterra. 

Aparato de electroforesis Bio Rad Dual Vertical slab 

modelo 220. 

Transiluminador de ultravioleta, Ultraviolet Products Inc. San 

Gabriel Calif., USA. 

Baño con temperatura controlada J.M. Ortiz. 

Balanza analítica Mettler. 

Potenciómetro Sargent Welch modelo PBL 

Colector de Fracciones LKB Ultrorac 7000. 

Refrigerador American. 

Espectrofotómetro Pye Unicam SP6-550 UV/Visible. 

Microfuga Beckman 



Centrífuga Clínica MSE modelo LR6 

Centrífuga clínica Damon/IEC Division 

Centrífuga Beckman J2-21 

Centrífuga Beckman L-50 

Centrífuga Beckman L-5.-7.5 

Amortiguadores 

Amortiguador de ·rrnbibición. (para ejes embrionarios) • 

KCl 50 mM 

MgC12 10 mM esterilizar a 121°C, 15 min. 15 Psi 

Tris/HCl 50 mM pH 7.6 

Sacarosa 2% (Stock 25%). Esterilizar a .110º,C, 10 min. 

Cloranfenicol 10 µg/ml (stock 2 .mg/ml).· Esterilizar por filtración. 

Am.ortigúador ·ae extracción d.e ·nt1cleos. 

Sacarosa O. 3 M 

KCl 10 mM 

NaCl 15 mM 

B-mercaptoetanol 15 mM 

Amortiguador de lisis 

NaCl O. 4 M 

NaOH 0.15 M pH 13.0 

Tris/HCl 15 mM, pH 7.4 

espermina O .15 mM 

espermidina 0.5 mM 

EDTA 10 mM 

Amortiguador para homogeneización 

Tris/HCl 50 mM pH 7.6 

KCl 25 mM 

MgC1 2 1 mM 

B-mercaptoetanol 1 mM 

Sacarosa O. 25 M 

PMSF 0.1 mM 

Amortiguador de diálisis (extracto protéico) 

Tris/HCl 50 mM pH 7.6 

MgC1 2 10 mM 

B-m,ercaptoetanol 1 mM 

Glicerol 10% 

PMSF 0.1 mM 
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Amortiguadores para Hidroxiapatita 

Amortiguador de muestra 

NaPi pH 7.1 15 mM 

B-m.ercaptoetanol O. 5 mM 

Bisulfito de sodio 10 mM 

glicerol 10% 

PMSF l mM 

Trit6n X-1.00 0.01% 

Amortiguador de ·1avado. El de muestra pero con 0.1 mM de PMSF y 

100 mM NaCl. 

Amortiguador de elusión (Gradiente) . El de muestra pero con O .1 mM 

PMSF y 200 mM KPi para la concentración inicial y KPi 

Amortiguador para Ultrogel HA 

De diálisis 1 resuspensi6n de muestra 

Glicerol 1.0% B-mercaptoetanol O. 5 mM 

KPi pH 7.2 50 mM PMSF 0.1 mM 

De. lavado •. Igual al de diálisis excepto por el KPi que es 100 mM. 

El gradiente lineal se hace en el amortiguador de lavado pero con 

una concentración inicial de KPi de 100 mM y una final de 500-600 

mM. 

Amo·rtiguador S (Sephadex G-150) 

KPi pH 7.2 70 mM 

B-mercaptoetanol 0.5 mM 

glicerol 25% 

PMSF 0.1 mM 

Amortiguador de ensayo para Topoisomerasas 

Tris/HCl pH 8.0 10 mM 

KCl 50 mM 

MgC12 10 mM 

BSA 160 µg/ml 

ATP 1 mM 

se esteriliza por filtración 

se esteriliza por filtración 
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Soluci6n SE 

sos 0.77% 

EDTA 77 mM 

Amortiguador para Proteinasa K 

Proteinasa K 625 µg/rnl cacl2 1 rnM 

Tris/HCl pH 7.9 50 rnM 

Amortiguador pa,ra Hind III (10 X) 

Tris/HCl pH 7.5 66 rnM MgC1 2 66 rnM 

B-rnercaptoetanol 70 rnM NaCl O .5 M 

Amortiguador para Eco R1 (1 O X) 

Tris/HCl pH 7.5 1.0 M MgCl2 o.os M 

NaCl 1.0 M 

Amortiguador para parar la reacción (enzimas de restricción) 

Urea 6 g 

Azul de bromofenol en agua 0.5%, 1 ml 

Xilen cianol en agua, 0.5%, 1 ml 

Agua 'destilada 8 ml 

Medios para crecimiento bacteriano 

Medio Luria (por litro) 

Triptona o peptona de caseina purificada 10 g 

Extracto de levadura 5 g 

NaCl 10 g 

NaOH 1.0 N 2.5 ml 

Esterilizar a 12lºC, 15 min 15 Psi 

Medio M-9 

MgS04 0.1 M 10 ml CaC1 2 

Casaminoácidos 20%, 20 ml 

0.01 M 10 ml 

Agua destilada 825 ml 
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Esterilizar a 12lºC, 15 min. 15 psi. 

Glucosa 20%, 20 ml-- esterilizar a llOºC, 10 min. 10 psi 
•,;, 

Sales lOX, 100 ml-- esterilizar a 12lºC, 15 min. 15 psi 

Sales 10 X. (aforar a l litro con agua destilada) 

Na2HP04 70 g 

NaCl 5 g 

30 g 

10 g 

Amortiguadores para ext~acci6n de plásmidos. 

TE 

Tris/HCl pH 7.9 10 mM 

EDTA 0.1 mM 

STE 

Tris/HCl pH 7.9 10 mM 

EDTA 0.1 mM 

NaCl 10 mM 

Fenal saturado-STE. 100 g de fenal se disuelven. en 20 ml de STE 

a 37°C. y s·e extraen. 3 veces en igual volumen de STE por medio 

de· un embudo de separaci6n. Se guarda en la obscuridad en igual 

volumen de STE. 

Amortiguador para geles de agarosa· (TBE 10 X) 

Tris base 108 ~ 

Na2EDTA•2H20 9 .. 3 g 

H3Bo3 55 g 

pH-8.2 

Aforar a un litro con agua destilada 

Soluciones para geles de acrilamida 

Soluci6n de acrilarnida. 30% (P./V} 

Acrilamida 30 g 

Bisacrilamida o.a g 

Aforar con agua a 100 ml, filtrar y conservar en lugar f-río y 

.Amortiguador para gel separador 

Tris/HCl pH 8.8 0~75 M 

· so:s. O. 2% 26 



Amortiguador para gel concentrador 

Tris/HCl pH 6.8 0.25 M 

sos 0.2% 

Amorti·guador ·de ·corrida 

Tris 4.54 g 

L-glicina 21.4 g 

sos 1.s·g 

Aforar a 1.5 l • 

.Amortiguador "cracking" 

CHES/NaOH pH 9.8 5 mM 

B-me:ccaptoetanol 6 O mM. 

Azul de bromofenol 0.005% 

pH 6.8 

sos 2% 

glic~rol 15% 



METODOS 

Imbibici6n de ejes embrionarios de ma!z. 

Los ejes (200-1200) se disecan de ia semilla de ma!z en es

tado seco, no germinados y se ponen a imbibir entre 2 discos es

tériles de papel Whatman No. 1, en un tubo de cultivo estéril, 

con amortiguador· de imbibición estéril. Se dejan incubar a 27ºC 

por 24 h • 

. Extracción de núcleos y lisis. 

A ejes embrionarios se les agrega amortiguador de extracci6n 

de núcleos (3 ml/ 400 mg) y se homogenan en un mortero pre-enfria

do. El homogenado se diluye agregando una porci6n del mismo amor

tiguador (10 ml/400 mg) y se filtra a tavés de 3 capas de Mira

cloth- (donado por el M. en C. R. Aguilar); el residuo se lava con 

1 O m.l .del mismo am.ortiguador •. Al f,iltrado. se le agrega. T.ri t6n 

X-100 hasta una concentración d.e O •. 05% .y entonces se- centri'fuga 

a 625 g por 6 min. El botón obtenido se lisa con 0.2 ml de amor

tiguador de extracción y _0.8 rnl de solución de lisis,- dej~ndc;,lo 

a temperatura ambiente por. 3 horas. El lisa.do se diluye a. 3 ml y 

se- c.entrifuga a 100,000 g por 2. horas. 

Preparaci6n del extracto protéicó. 

Ejes embrionarios (1000) se homogenan en un mortero pre-en

friado o con un Polytron PCU-2. a toda velocidad por 25 seg, con 

40 ml de amortiguador para homogeneización. el homogenado se cen

trifuga 2 veces a 5000 rpm por 15 min, se reextrae el precipita

do con el:·::mismo amortiguador y se vuelve a· centrifugar a la misma 

velocidad. El sobrenadante re·sultante se centrifuga a 100· 000 g 

por 2. horas. 
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Precipitaci6n de ~cidos nucléicos. 

Para remover ~cidos nucleicos, tanto en el sobrenadante del 

lisado de extracción de n6cleos, como en el del extracto proteico, 

se utilizan 10 µl de protamina (5% en agua) por rnl de extracto 

utilizado y se agrega poco a poco- con agitación cont!nua por 30 

rnin a 4°C. Finalmente se centrifuga a 13 000 .rprn por 10 rnin. 

Precipitaci6n con sulfato de amonio. 

Se mide el volúrnen de la muestra que se quiere precipitar y 

se agregan 209 mg de sulfato de amonio por ml de muestra· .(35%), 

lentamente y con agitación cont!nua, en frío. 

La suspensi6n se centrifuga a 13 000 rpm por 10 min, se de

secha el precipitado y el sobrenadante se recupera y se le agregan 

430 m.g d~ ·sulfato de amonio por ml de muestra· .(65%) en las mismas 

condi.ciones descritas antes. El .paquete proteico obtenido después 

de la centrifugación es re·suspendido en 1 ·ml d'e amortiguador de 

diálisis y se dializa toda la no.che contra amortigüador de diáli

sis (1 litro) a 4°C. 

Preparación de Sepharos.a-n,ovobiocina. 

Para acoplar la novobiocina a la sephamsa se sigue el método 

descrito por Staudenbauer y Orr (48) que consiste en lo siguiente: 

1. Se hidrata 1 g de epoxi-sepharosa 6-B (que contiene un grupo 

espaciador hidrofílico para acoplamiento directo al ligando), con 

100 ml de agua destilada por 1 hora a temperatura ambiente. 

2. La resina se pone en un embudo de vidrio y·;··se lava con 100 ml 

de carbonato de sodio 0.3 M, pH 9.5. 

3. Una vez lavada, la sepharosa s,e mezcla con 100 mg de novobiocina 

en 3 ml de carbonato de sodio 0.3 M pH 9.5 y se agita suavemente 
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por 16 horas a 37°C en un baño de agua. 

4. A continuaci6:h se bloquean los grupos epoxi en excesó1 con 

etanolamina que queda en una concentraci6n final de 1 M. Se conti 

núa la agitaci6n por otras 4 horas a 37°C. 

S. Se lava con 100 ml de .NACl 0.5 M en carbonato de sodio 0.3 M, 

pH 9.5 y después se pasan 100 ml de agua destilada. 

6. Finalmente se lava con 100 ml de NaCl 0.5 M en acetato de so

dio 0.1 M pH 4.0 y posteriormente 100 ml de agua destilada. 

Una vez preparada la s,epharosa-novobiocina, se monta en· una 

jeringa de pl§.stico y se equi.libra con. 30 ml de amortiguador SN 

que con.ti.ene Tris/HCl pH 7.0, 50 mM; MgCl 2 20 mM, KCl 150 ·mM, DTT 

3 mM, PMSF 2 mM y _glicerol 10%. 

Se carga la muestra y se lava con 52 ml del mismo amortigua

dor. Para e1uir se· .utilizan lO ml de. amortiguador SN pero conte

niendo 200 mg/ml de novobio"cina y se para el flujo de la columna 

por toda la noche para colectar el el.uído a la m~ñana siguiente; 

éste se- concentra y se dializa.contra el misino amortigUador pero 

sin novobiocina. 

Preparaci6n de. hidro:xiapatita, .(HTP.) 

Las soluciones amortiguadoras: se preparan con agua reci€n 

hervida para minimizar el co2 disuelto. 

La resina se hidrata añadiendo" una parte de HTP· por 6 de 

amortiguador de diálisis d.e Ultrogel. HA y se agit·a ·suavemente; se 

deja clarificar por 10 min y se decanta removiendo los finos. se 

añade· un. volumen i·gual del amorti.gUador anterior· y se hace· una 

segunda decantaci6n. Se resuspende con un. volumen igual d.el amor

tiguador y se prepara la co1umna. 
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El gradiente lineal se hace en el amortiguador de lavado pa

ra HA pero con una concentraci6n inicial de 100 mM KPi y una final 

de 500-600 mM KPi. 

Preparaci6n de Ultrogel HA 

Se monta directamente ya que no necesita ningún tratamiento. 

Los amortiguadores utilizados son previamente desgasificados. 

Preparaci6n de Sephadex G-150 

El sephadex se hincha en un exceso de amortiguador S previa

mente desgasificado, por 48-7_2 .horas a temperatura ambiente~ Se 

monta la co1umna lentamente y se equilibra con amorti·guador S. Una 

vez equilibrada, se pone la inuestra cuyo volumen no ·debe de ser 

más del 5% .del vo1umen total y se eluye con 2 .vo1umenes del mismo 

amor.ti·guador. 

·co_nc.entración, 'de 'inüe_st_ras 

Para concentrar las inuéstras, €.stas. se pone·n en bolsas de 

diálisis en presencia de PEG. 6000 a 4°C hasta obtener el vo1umen 

deseado. 

Preparación de bolsas de diálisis 

Las bolsas de diálisis se hierven 2 veces por 10 min cada 

vez en bicarbonato de sodio, agitando periódicamente. En seguida 

se hierven 2 veces por 10 rnin cada vez en EDTA 5 mM. Finalmente 

se guardan en 5 mM EDTA y 10% de etanol. 

Ensayo de actividad de topoisornerasa 

Se utiliza como sustrato un DNA circular cerrado superheli

coidal (plásmido pBR 322). Al actuar la topoisomerasa sobre este 

sustrato, se produce un DNA relajado que corre más lentamente en 

un gel de agarosa que el DNA superhelicoidal inicial (fig. 6). 



- -.Punto.de aplicá.ci6n 
!'-- - ·· - - Multímero 

-+ - - Plásmido relajado 

- .4-,... - - Plásmido cori un solo corte 

- -• - - - · • - - .Plásmido superh,elicoidal 

Fig. 6. Electroforesis en agarosa de diferentes estados topol6-

gicos de un plásmido. 
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Pl!smidos abiertos (cortados) o mult!mero.s de pl!smidos tambi~n 

pueden detectarse en este gel.. Los patrones de corrimiento de las 

diferentes formas de DNA en geles de agarosa, se han descrito en 

trabajos como los de Johnson y Grossman (64). Para el estudio de 

la actividad enzimática, la mezcla de reacci6n tiene un volumen 

total de 15 µ1 y contiene uri décimo del volumen de amortiguador 

de reacci6n- (10 X) 3 µ1 de ATP (opcional), o. 2-0 ..• 3 µg de plásmido 

pBR322 superhelicoidal, 5 µ1 de extracto enzimático y lo que falte 

para 15 µl se completa con agua destilada estéril. La mezcla se 

incuba a 30°C por l. hora o el tiempo indicado dependiendo del 

ensayo de que se. trate. 

Al terminar el tie~po de la reacci6n, ~sta se para con 1 µ1 

y soluci6n S·E y posteriormente se agrega 1 µl de proteinasa K in

cubando por. 30 mina. 37°C para eliminar las proteínas presentes 

que pudieran interferir con el ensayo .. Alternativamente se puede 

desproteinizar la mezcla de reacci6n con fenol-cloroformo de la 

siguiente manera: se agrega· un volumen de fenol saturado con· 0.5 

ml d.e NaCl, se agita y se añade un volum.en de cloroformo; se cen

trifuga y se colecta la fase acuosa a la que se le agrega· un volu

men de cloroformo, se centrifuga y a la fase acuosa se le agrega 

l/10 del volumen de acetato de sodio 3 M más 2 volumenes de etanol 

absoluto frío; se deja en hielo seco de 15~6.0 min, se centrifuga 

y el DNA precipitado se resuspende en agua o :imnortiguador. 

La medici6n de la actividad enzimática fue cualitativa, ya 

que carecfamos de un densit6metro, que nos indicara las cantidades 

de las diferentes formas topol6gicas del DNA. La fqrma en que 

observamos la actividad ·fue cuando la banda del plásmido super-
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helicoidal desaparecía y aparec!a otra en el sitio del pl~smido 

relajado. 

Digesti6n con enzimas de restricci6n 

La mezcla de reaéci6n se prepara en el volmnen deseado, gene

ralmente 15 µl y se compone de DNA (0.3 µgola cantidad a usarse), 

la décima parte del amortiguador (10 X) apropiado y la enzima de 

restricci6n, cuyo vo1umen no debe exceder al del amortiguador que 

se use. Se agrega agua destilada para llevar la mezcla.de reacci6n 

al. vo1umen deseado. La mezcla se incuba comúnmente a. 37ºC por 30 

min, dependiendo de la actividad de la enzima· y se para· la reacci6n 

usando· un quinto del. vo1umen de mezcla para c:'etener la reacci6n, 

o cuando es necesario se extrae la proteína como se describi6 

arriba. 

Aislami.ento de plásmidos 

Se sigui6 el método de Maniatis (54). 

Electroforesis ~n agarosa 

La electroforesis se hace en un aparato de electroforesis 

horizontal para geles sumergidos, utilizando 40 ml de agarosa al 

0.8% en TBE. Para correr el gel se· utilizan 50 ml del mismo amor

tiguador. Las muestras tienen· un volumen de 15-20 µl para finali

zar la reacci6n se les agregan 5 µl de mezcla para detener la 

reacción. 

La electroforesis se realiza a voltaje constante de. 30. volts 

por 4. horas con refrigeración. Al terminar la electroforesis los 

geles se tiñen con broin.uro de etidio (0.4 µg/ml) durante 15 min y 

se observan en· un trans-iluminador de luz U. V •. 
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Electroforesis en acrilamida 

Se siguió la técnica de Laemrnli y Favre (55). 

Determinación de prote!nas 

Se utilizó la técnica de Lowry modificada por Peterson (56). 

Deterrrtinaci6rt ·de proteínas por el ·método ·espectrofotométrico (57) 

Este método es muy rápido y puede usarse bajo condiciones 

tales como la presencia de sulfato de amonio que dificulta otros 

métodos. Da buenos resultados siempre y cuando la mezcla no esté 

turbia y no contenga más del 20% de ácidos nucleicos. Lo que se 

hace es medir la densidad óptica a 260 y 280 nm y aplicar la si

guiente f6rinula: 

Concentraci6n de proteína (mg/ml= 1.45 Do280-o ... 74 Do260 
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RESULTADOS 

Para la búsqueda de la actividad de DNA topoisomerasa, se 

usaron extractos prot~icos de ejes embrionarios imbibidos por 24 

.horas. Se escogi6 este tiempo debido a que en esta etapa la 

síntesis de DNA es muy pronunciada (figura 2) sugiriendo que las 

células deben de encontrarse en plena fase s. 

Primero se probar.en dos alternativas para la in·cubaci6n del 

material biol6gico: semillas completas que después de su imbibi

ci6n se les disecaba el eje embrionario; o bien, ejes embrionarios 

disecados e :i:Lmbibidos ·por 24. horas. Es más fácil aislar el eje 

embrionario de· una semilla imbibida.que de una semilla seca, ade

más de que si se rompe el eje, atln se puede utilizar el material, 

pues ya fue imbi.bido; lo que no se puede controlar con exacti.tud 

es el tiempo de in'cubaci6n pues existirán diferencias en lo que 

se tarde uno en sacar el primero' y el último eje embrionario del 

lote. Por otro lado, al sacar los ejes embrionarios de semillas no 

imbibidas nos aseguramos de que todos los ejes embrio·narios tengan 

el mismo tiempo de in'cubaci6n. ·Finalmente se escogi6 esta última 

opci6n para los experimentos que se a.escribirán a continuaci6n. 

Debe hacerse notar que en cada· uno de los pasos de purificación 

seguidos, se prob6 la actividad de topoisomerasa en cada fracci6n 

obtenida. \ 

El siguiente paso fue decidir si aislar la actividad de topo

isomerasa de extractos nucleares o de extractos protéicOs totales. 

Después de. varios experimentos, la conclusi6n 'fue ·gue conviene 

más trabajar con el extracto total, pues es más rápida la extrae-· 
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ci6n de la enzima y se mantiene por rn!s tiempo la actividad de to

poisomerasa. Al.utilizar nücleos el rendimiento es muy bajo, aan 

partiendo de 1200 ejes embrionarios. Por otro lado, el extracto 

protéico de solo 100~300 ejes embrionarios es suficiente para ob

tener actividad estable. 

De extractos protéicos y· utilizando un promedio de 200 ejes 

embrionarios se logr6 observar la activid.ad de topoisornerasa, es 

decir, la relajaci6n del plásmido superhelicoidal. Segdn se ob

serva en la figura 7, se detectó actividad de topoisOmerasa I en 

los carriles. 3 y 4 ya que el plásmido 'fue. totalmente relajado en 

presencia y ausencia de ATP. No obstante, la presencia· de novobio

cin·a· (carril 2) provoca· una inhibici6n parcial de la actividad. 

Corno se rn.encion6 anterionnente, la novobiocina es· uri inhibidor de 

topoisorn.erasa tipo II. Lo que. ·el res:ultado anterior sugería es que 

podría· haber 2 .tipos de topoisórn.erasas en el extracto protéicO, 

quizás siendo rn.ayori t·aria la de la topoisomerasa tipO ·r. Al usar 

corno fuente de enzima el extracto c'rudo, esto es, el extracto 

previo a la centrifugaci6:n post-r.ibosorn.al, se observ6 actividad 

nucleolítica y s~lo' una leve. actividad ·de topoisorn.erasa· (carril 5). 

Desde los primeros intentos por medir la actividad enzimáti

ca se observ6 que era importante que al preparar el extracto pro

téicó todo 'fuera lo más rápido posible pues sobre todo en el paso 

del centrifugado post-r.ibosorn.al, cualquie·r retardo ocasionaba que 

la actividad se perdiera. 
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Fig. 7. Actividad de topoisomerasa en extractos protéicos. 

1, control pBR 322 .sin fuente de enzima; 2, extracto protéi

co dializado en presencia de ATP y novobiocina· (400 µg/rnl); 

3, extracto protéico dializado en ausencia de ATP; 4, extrac

to protéico dializado en presencia de ATP; 5, extracto c'rudo 

antes de la centrifugación diferencial. 
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Despu~s del centrifugado post-ribosomal se removían los S.ci

dos nucleicos con protamina para evitar interferencias en lasco

lumnas (19), así como en los ensayos de actividad. 

Como siguiente paso en la purificaci6n de la enzima se hi

cieron una serie de precipitaciones. con sulfato de amonio para en

riquecer más las actividades. Las precipitaciones 'fueron de 20, 

40, 60, 70 y 80%, encontrándose a~tividad en las de 40% y 60%, por 

lo que se escogi6 el rango de. 35-6.5% d.e precipitaci6n como la fuen

te enzimática. En esta fracci6n se re·suspendió en el amortiguador 

de diálisis ,.cuya · composición vari6 dependiendo de la columna a 

utilizarse· (materiales y métodos). La. fracci6n se dializó toda la 

noche. 

Columna de Sepharosa-~ovobiocina 

En un principio la idea de separar a las topoisomerasas, es

pecialmente a la tipo II, en pocos pasos .usando una columna de 

afinidad como la de sepharosa-novobiocina parecía muy atractivo, 

sobre todo teniendo como antecedentes: a) el aislamiento de la 

girasa en bacterias (.48, 58) y la topoisomerasa II de rat6n (59) 

mediante este gel; b) la i.nhibición de la síntesis de DNA en maíz 

por novobiocina encontrada ·en el laboratorio (40) ye) la posible 

inhibici6n de la actividad de topoisomerasa por novobiocina en 

los extractos protéicos descritos anterionnente {fig. 7). Así, se 

procedió a la preparación de la co1umna de sepharosa-novobiocina 

como se describe en materiales y métodos. 

La sepharosa 6B epoxi-·a.ctivada tiene un g'rupo espaciador 

hidrof!lico para acoplarse con ligandos que contengan g·rupos 

hidroxilos, amines o tioles; en el caso del ligando novobiocina 

la· urii6n es muy probablemente en un g·rupo. hidroxilo que se· une al 
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grupo oxirano activo libre de.la sepharosa (60). 

Para comprobar la uni6n de novobiocina a la sepharosa, se 

igualaron las lecturas espectrofotométricas de 540 run, de muestras 

de sepharosa en. amorti·guador y de sepharosa-novobiocina en el mis

mo amortiguador igualando as! la máxima turbidez de ambas muestras. 

Después se ley6 a. 3"00 nm que es donde la novobiocina tiene un pico 

de absorci6n, según se muestra a continuaci6n: 

Longitud de onda Sepharosa Sepharosa 
(nm) en amor:ti·guador J novobiocina 

540 0.02 0.02 

300 0.004 1.40 

# = Promedio de. 3 lecturas. 

De esta manera se comprob6 que: la novobiocina se habi'.a unido 

a la resina. Se procedió .entonces a plo'guear los grupos epoxi de 

la sepharosa para que quedara preparada la columna y montarla en 

una je.ringa de plástico. 

Para probar la columna se parti6 de 200~3.00 ejes embrionarios, 

de los que se obtuvo un extracto protéico total al que ·sel.e re

movieron los ácidos nucléicos, se-dializ6 toda la noche contra a

mortiguador de diálisis y el dializado se centri·fugó a 3000 rpm 

por 20 .min; se pasó por la co1umna, se lavó y se eluy6 con el 

amortiguador apropiado· (materiales y métodos); el eluído se con

centró desde 10. hasta 2 .5 ml y se dializó. El e1uidó se us6 coro.o 

fuente de actividad enzimatic·a. Sin embargo en. ningún caso se pudo 

dete:rminar presencia de topoisomerasa II, ni en el e1uídó ni en 

el lavado. ·por otro lado, en la fracción proteic'a no retenida en 

la columna no se pudo determinar presencia de topoisomerasa II 

aunque se detect6 actividad de topoisomerasa I, según se.muestra 
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Fig. 8. Columna de S:epharosa-novohiocina. Carriles l, ·control 

pBR 322;_ del .2 al 4, actividad de topoisomerasa de la 

fracci6n protéica no retenida por la columna: 2, en 

presencia de ATP y 400 µg/ml de novobiocina; 3, sin ATP 

y _sin novobiocina; 4, ~on ATP y sin novobiocína • 
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en la figura 8. La enzima es activa tanto en presencia corno en 

ausencia de ATP y/o novobiocina (carriles 2, 3 y 4). 

Podría pensarse que finalmente la novobiocina rio tiene afini

dad por la topoisornarasa II o bien que la enzima es muy lábil y su 

actividad decae rápidamente; no obstante, cualquier explicaci6n 

que fuere, decidirnos cambiar de metodología y usar resinas de in

tercambio i6nico. Se utilizaron como primera o segunda columnas, 

resinas corno fosfocelulosa que se ha utilizado en la purificaci6n 

de topoisornerasa II de c€lulas HeLa y topoisornerasas I de· u. ·rnaydis; 

Trisacryl y DEAE-c_elulosa. Sin embargo, su velocidad o capacidad 

de resoluci6n fueron deficientes y no se· utiliz·aron más en la pu

rificaci6n debido al problema ya mencionado de la rápid'a inacti

vaci6n de nuestras enzimas. 

Hidroxiapati ta .(HTP) 

Esta resina es un intercambiador cati6nico y se ha utilizado 

para aislar topoisornerasa I de células HeLa (52), y de eritrocito 

de pollo (51,61) corno primera columna, así corno la topoisomerasa 

II de D. melanogaster como segunda columna (19). 

Se utilizaron primero columnas de polipropileno Bio-Rad (no. 

cat. 731-1110) con volúmenes de resina de 2 ml para los ensayos 

inieiales, utilizando los amortiguadores descritos para hidroxia

patita. Cuando se aument6 la cantidad de ejes embrionarios se uti

lizaron columnas de vidrio de 1 x 10 cm con un volumen de resina 

de 7 rnl. Lo que se hizo 'fue equilibrar la columna, cargar la 

muestra, lavar la resina con 7 volmrienes de columna de. amortigua

dor de lavado para posteriormente pasar el gradiente de e1usi6n 

de 0.1 a 0.6 M KPi pH 7.1. Al principio se usaron 15 vo1úmenes de 
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columna, pero despu~s se vi6 que 8 volOmenes eran suficiente con 

un gradiente de 0.1 a 0.5 M·KPi. 

Al eluir las proteínas de esta columna se encontraron dos 

picos de actividad de topoisomerasa (fig. 9), una que eluy6 ent_re 

0.16 y 0.22 M de KPi y present6 actividad de topoisomerasa I y otra 

que e1uy6 entre 0.4 y 0.44 M con ·aparente actividad de topoisome

rasa II, la cual "fue:,!lin'uy inestable y perdió la actividad inuy 

rápido. 

Debido a que el tiempo de e1usi6n parecía ser el factor limi

tante para aislar a la topoisomerasa II con suficiente actividad, 

se busc6 la manera de rnejo:i:-ar la velocidad de flujo de la resina 

y por tanto se· utilizó hidroxiapatita· unida a celulosa microcrista

lina •. Con esta nueva resina el fl;ujo mejoró ligeramente e incluso 

se pudo obtener .actividad de topoisomerasa tipo II m§.s estable. 

Aúri así, el flujo si·gui6 siendo inuy lento por lo ·que se busc6 uri 

tercer tipo de resina con· un soporte mas poroso y de mejor flujo. 

U.ltrogel. HA 

Otro tipo de soporte que usa hidroxiapatita es agarosa, y 

la resina obtenida, conocida comercialmente corno Ultrogel HA se 

compone de una matriz de esferas de agarosa con uniones entrecru

zadas dentro de la cual se encuentran distribu!das regula:rmente 

rnicrocristales de hidroxiapatita. Esta resina s'.e ha utilizado en 

la purificación de topoisornerasa I de U. maydis (14). 

Con el Utrogel HA el flujo es rápido manteniendo buena re

so1ución, por lo que es inuy recomendable su uso para la extrac

ción de nuestras actividades. Se usaron as! columnas de Ultrogel 

HA de 1.1 x 1 O- cm y con un flujo de 1 rnl/rnin. 
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Fig. 9. Patr6n de elusi6n en hidroxiapatita. 

En una columna de 1 x 10 cm., con un volúmen de hidroxiapatita de 

7 ml, se aplic6 la muestra de 1 ml, se lav6 con amortiguador de -

lavado (7 vol.) y se eluy6 con· un gradiente de KPi de 0.1 a 0.6 M 

KPi (8 vol.). La activio.ad eluy6 entre 0.16 y 0.22M KPi y entre 

0.4 y 0.44 M KPi 
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Usando esta resina, la muestra se carg6, se lav6 con 30 ml de 

amortiguador HA y las proteínas retenidas se eluyeron con un gra

diente de KPi de 0.1 a 0.5 M. La actividad de topoisomerasa eluy6 

entre 0 .• 19 y 0.27 M de KPi (fig. 10). Esta resina fue utilizada 

como primera columna en la purificaci6n de las enzimas. 

Sephadex ·G...;150 

Esta resina de exc1usi6n molecular separa mol~culas de peso 

molecular de 5000 a. 300 000 y se ha utilizado como 2a. co1umna en 

el aislamiento de topoisomerasas I y II de coliflor: (16) ·así como 

la tipo I de hígado de rata (50)., y fue utilizada en el proceso 

de purif~.cación de nuestras actividades como 2a. co1umna dando 

buenos resultad.os. 

se· usaron- columnas de 0 .•. 6. x. 30 .s cm con un volumen de resina 

de- 7 ml y con· un .fl~jo de. 3 ml/hr. La inuestra proveniente de las 

fracciones- .con actividad de la priméra columna, antes de pasarse 

con el gel fue concentrada a aprox. 5% del volumen total del gel, 

es decir, O .. 35.:_o_.5 ml, mediante PEG. 6000 y 1.uego elufda con 2 

volúmenes (14 ml) de amorti"guador S. De esta manera se pudieron 

separar 2 actiyidades de topoisomerasa: actividad de topoisomerasa 

I salió en la fracción 5, mientras que actividad de topoisómerasa 

II salió en la fracción,3, sugiriendo esto que la tipó II tiene 

un mayqr peso molecular. La figura 11 muestra el patrón de e1usión 

en Sephadex. 

De 1·as fracciones con actividad de las columnas que se· uti

lizaron, se hicieron geles de acrilamida-sps. De las fracciones 

prov.enientes de hidroxiapatita se enriquecieron urias bandas con 

peso molecular cercano a 56000, 940oo· y _m§.s de 940oo· .(no mostrado} .• 
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Fig. 10. Patrón de elusión en Ultrogel !iA. 

En una columna de 1.1 ;x: 10' um, con· uri voluni.e n de resina 

de 7 rnl se aplicó la muestra de 1. 5 rnl, ·se lavó con amor

tiguador de lavado. P,A (7 volfunenes) y _se eluy6 con un 

gradiente de KPi de 8. vol1ÍI!\enes de columna, con· uri flujo 

de 1 rnl/ciin. L~ actividad eluye entre -0.19 y 0.27 H KPi. 
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Fig. 11. Perfil .de elusi6n en;la columna de Sephadex G"".'"150. 

En una columna de O .• 6 x. 30. 5 cm, con un volumen de resina de 7 ml, 

se aplic6 la fracci6n con actividad de Ul trogel HA concentrada a 

0.4 ml y se eluy6 con 2 volwnenes de columna (14 rnl) de amortigua

dor S. El fl:ujo de la columna ;fue de. 3 ml/hr. La actividad de ;La 

topoisomerasa I eluy6 en la fracci6n 5 y _la actividad de la topo

isomerasa II en la fracci6n. 3. 
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Cuando se corrieron. las fracciones con actividad obtenidas del 

Ultrogel HA, se enriquecieron 4 bandas que en orden de intensidad 

eran de peso molecular igual a .55500, 94000, 62000 y 75000 corno 

se muestra en la figura 12. Estos pesos son muy semejantes a los 

de las proteínas que eluyeron de hidroxiapatita y seguramente al

gunos de estos corresponden· a :los de las topoisornerasas. 

Las fracciones con actividad eluídas de Ultrogel HA se con

centraron y se pasaron por Sephadex G-150; a su vez, las fraccio

nes que presentaban actividad se corrieron en geles de acrilamida

SDS y el resultado se muestra en las .figuras 13 y 14. 

Es interesante hacer notar en· la fig. 13 que las bandas que 

se intensifican en el carril 5 ·que corresponde a la fracci6n 5 tie

nen un peso molecular de >94000,· cerca de 94000 y 56000, así como 

una banda de 20000 que podría ser· un producto prote_ol:i:tico. En la 

fig. 14 se pueden observar bandas con peso mole·cular m·ayor de 94000, 

y en el carril 5 que corresponde a la fracci6n. 3 de Sephadex. 

Finalmente, la fig. 15 ·muestra el es·quema de purificaci6n se

guido para la obtenci6n de la actividad de la topoisómerasa, bre

vemente consiste en hornogenar los ejes embrionarios; al hornogenado 

quitarle l!pidos y partículas muy grandes, mediante centrifugacio

nes a baja velocidad para despu€s volver a centrifugar· y obtene~ un 

sobrenadante postribosomal, al cual se le reinueven los ácidos nu

cl€icos con protarnina. Posteriormente se selecciona la fracc:i6n 

prot€ica que precipita con su~fato de amonio' entre. 30' y 65%, des

pu~s de dializar la se pasa por·· Ultrogel-HA · para obtener las frac

ciones coh ,actividad de topoisOrnerasa; estas fz::accio:nes se concen

tran· y pasan a· una columna de sephadex de donde se obtienen las 
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Fig. 12. Gel de Poliacrilamida-SDS. Carril 1, sobrenadante post

ribosomal; 2, precipitaci6n con sulfato de amonio de 

30-65%, 3, estándares de proteínas y . 4, fracci6n con 

actividad de topoisomerasa I eluída de Ultrogel FA. 
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Fig. 13. Gel de poliacrilamida-SDS. Carril. .l, estándares de pro

teínas; 2, sobrenadante post-ribosomal; . 3, precipitación 

don sulfato de amonio de. 30~65%; 4, fracci6n con activi

dad de Ultrogel HA; s; fracción 5 de sephadex; 6, fracción 

4 de Sephadex. 
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Fig. 14. Gel de acrilamid~-SDS. Carril~s 1 y 6, ~st&ndares de pro

teína; 2, sobrenadante post-ribosomal; . 3, precipitación con sulfa

to de amonio; 4, fracción con actividad de Ultrogel HA; 5, frac

ción. 3 de sephadex. 
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actividades enzimáticas de top6isomerasas. Una vez montada la 

ti§cnica de purificaci6n, se procedi6 a caracterizar las activida

des encontradas en base a sus requerimientos. 

CARACTERI ZACI ON·:. 

Una vez que se .obtuvo actividad de topoisomerasas en las 

fracciones. 3 y 5 de sephadex G-1.50, se prob6 qué tipo de activida

des eran mediante la in·cul;>aci6n de las fracciones en presencia y 

ausencia de ATP; se encontr6 que existían las 2 actividades de 

topoisomerasa como se muestra en la fig. 16. Se puede observar en 

los carriles 1 y 2 .en forma clara la activid.ad d.e topoisomerasa I~, 

pues en ausencia de ATP ·(carril 1) no existe ·actividad, mientras 

que en su presencia- (carril 2 l la forma superhelicoidal pasa a la 

forma rel~j ad~, observándose tambi€n formas .topol6gicas intermedias. 

En. los. carriles. 3· .y _4, en. los- que. se. ensay~ la. ;fx:ac.ci6n 5 de 

sephadex se observa la actividad de topoisomerasa I, pues tanto en 

presencia como en ausencia de ATP hay actividad. Cabe hacer notar 

que en presencia de ATP qued6 cierta cantidad de plásmido sin re

lajar, hecho que ya se ha reportado antes en este trabajo, sugi

riendo una posible inhibición por ATP, aunque el resultado no es 

inuy consistente. 

Titulaci6n de la topoisomerasa I con respecto al tiempo. 

La titulación se hizo desde los 5 min hasta los 60 y lo que 

se· aprecia en la fig. 16, en los carriles 6-11 es que conforme pasó 

el tiempo la banda del plásmido relajado aumentó en intensidad 

mientras que la del superhelicoidal disminuy6. Tambi~n se pueden 

apreciar las formas topol6gicas intermedias que aparecen al aumentar 

el tiempo de la reacci6n. 
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60' 60' ·40• 2.0' 10' 5' Tiempo 

Fig. 16. Actividad de topoisomerasas. Carriles 1 y 2, (fracción 3 

de Sephadex) topoisomerasa II. Carriles 3 y 4 ( fracci6n 5 de . 

Sephadex) topoisomerasa I. Carriles 5, 6, 8, 9 ,.· 10, y 11 (fracción 

4 de Sephadex). Carril 7, control (no enzima). Carriles 1, 3, 5, 

y 7 sin ATP, Carriles 2, 4, 5 y 8-11 .con ATP. El vo1umen de la 

reacci6n e ·s de 15 µl y al término de .la incubación se desproteiniza 

con Proteinasa K. Tiempos de in·cubaci6n: carriles 1-7, 60 rnin; 

carril . 8, · 4·0 rnin; 9, 20 rnin; lO, ·lo rnin .y 11, 5 min. 
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Efecto de la fuerza i6nica en la>actividad de las enzimas 

Para probar como influye la fuerza i6nica en la actividad de 

las enzimas, se pusieron diferentes concentraciones de KCl, desde 

cero hasta 200 mM. Lo que se obtuvo es que la topoisomerasa I 

actúa mejor con· una concentración de KCl de 50 mM como se muestra 

en las figs. 17 y 18; .est_a· última muestra la actividad de topoiso-
1 

merasa I pero con una actividad nucleolítica contaminante; no 

obstante la concentración 6ptima de KCl es la misma •• 

La· concentraci6n requerida por la topoisomerasa II es de lOO 

mM, si.ende mayqr a. la que· utiliza la tipo I. 

Regtier.imiertto ·de Magnesio 

Se probó también que tanto inf~uye ·el magnesio en la activi

dad de las enzimas; para esto se· utilizaron concentraciones de 

cero ha.sta 15 mM. de MgCl2 •. 

Como se muestra en las figuras 19 y 20, esta últim·a con acti

vidad ·nucleol!tica contaminante, la topoisomerasa I ·no requiere 

Mg++ para realizar su actividad, no obstante concentraciones de 

10· .y 15 mM la estimulan. En cuanto. a la topois'amerasa II, ·se en

cuentra que sí requiere de.Mg++ y una concentraci6n de 15 mM es 

adecuada para su 'funcionamiento .(fig, 19). 

Efecto del P.H 

Las topoisomerasas de maíz pueden actuar en un rango amplio 

de pH. La topoisomerasa I se prob6 en un rango de 6.5 a 9.0 (fig. 

21) y en todos los casos presentó actividad. La topoisomerasa II 

también tuvo actividad 1~en todos los pH probados (de 7.0 a 9.0) 

aunque parecía que a pH B.O su actividad era mayor (resultado no 

mostrado). 
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Fig. 17. Efecto de la fuerza iónica en topoisomerasas I y II. 

Carriles l-5, topoisomerasa II con concentraciones de KCl de O, 

25, 50, 100 y 200 mM respectivamente. Carriles 7-11, topoisomera

sa t con iguales concentraciones crecientes de KCl. Carril 6, 

control (no enzima) • La reacción se llevó a cabo en un vo:;t.umen 

final de 15 µl por 1 hora a. 30°C y al final de desproteiniza con 

Proteinasa K. 
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Fig. 18. Efecto de la fuerza i6nica en la actividad de topoisome

rasa. Carriles· 1, Sin KCl; 2, con 25 rnM de KCl; 3, con 50 mM de 

KCl; 4, con 100 m.M de KCl y 5, con 200 mM de KCl y 6, control. 
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Fig. 19. Requer~míénto de magnesio por topoisornerasas. Carriles l 

al 5, topois.ornerasa II; carriles 7 al 1 O, topoisornerasa I; carril 

6, control. Carriles 1, sin ATP y 10 rnM MgCL2; 2, con ATP y sin 

MgCI-2; 3 al 5, con ATP y 5, 10 y 15 JnM de MgCl2; 6, con ATP y 10 

mM MgCL2; 7 al 10, sin ATP y con o, 5, 10 y 15 rn..~ de MgC1 2 resoec-

tivarnente. 
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Fig. 2 O. Efecto de magnesio en la actividad de la topoisomeni.sa I. 

Carriles 1, control (no enzima); 2, sin MgC1 2 ; 3, con 5 mM de 

MgC1 2 ; 4, con 10 mM de MgCl-2 ; 5, . con 15 mM a.e MgC1 2 
/ 
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1 · 2 3 4 s- 6 7 

Fig. 21. Efecto del pH en la activid.ad de la topoisomerasa ·1. 

Amortiguador Tris/HCl con los siguientes pH: carriles 1, control 

(no enzima) pH 8. O; 2, pH 9. O; 3, pH 8. 5; 4, pH . 8. O; 5; pH 7. 5; 

6, pH 7~~f 7, ph 6.5 
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Temperatura 

Las temperaturas probadas_ para topoisornerasa·I fueron de 

20 a SOºC, con excepci6n de 20ºC, en todas las dem§s hubo activi

dad. No obstante, a partir de 40°C se comienza a manifestar una 

ligera actividad de nucleasa que provoca degradaci6n de DNA, por 

lo que es conveniente trabajar entre. 30 y 35°C (fig. 22). No se 

tiene un resultado para topoisomerasa II. 

·Estabilidad 

En cuanto a la estabilidad de las enzimas con respecto al 

tiempo observamos que la topoisomerasa I "f~e mucho m§s· estable, 

pues mientras que la tipo II perdi6 su actividad .en 2~3. días 

después de la. homogenizáci6n de los ejes embrionarips,· la tipo I 

conserv6 :su actividad al mes de. haber iniciado ·su aislamiento. 

Almacenando ambas con 5 0% .de glicer.ol .a -2_0~.c • 
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RELAJADO 

SUPERHELIGOIDAL 

fig. 22. Actividad de topo~somerasa I en función de la temperatu

ra. Carriles 1, 50°C, 2, 40°C; . 3, . 35°C; 4, _25°C; 5, control (no 

enzima), 30ºC~ 
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DISCUSION 

Las topoisomerasas son enzimas que se han estudiado princi

palmente en procariotes y animales; en vegetales, cuando se ini

ció este. trabajo solo existía la descripci6n de la purificación 

parcial de la topoisomerasa I de trigo (53); más tarde se report6 

la purificaci6n de las topoisomerasas I y II de coliflor (16), y 

durante la redacci6n del pres.ente trabajo se public6 la existencia 

de la topoisomerasa I en espi!laca (ll). En v-egetp.les,· como. vemos 

es poco lo ~ue se- conoce. 

Por el. tipo de actividad q.ie presentan las topoisomerasas, 

tan ligada al DN~, así coro.o. la· cantidad tan reducida de estas 

enzim.as por célula, era de esperarse que aislando organelos tales 

como .. el .nú.c-leo,. el .. reridimie:nto. en la puri;E~caci6n .d.e la actividad 

enzimática 'fuera mucho mayor; esto ha sido reportado" ya para sis

temas anim:ales (1.9, ·49, .51). Sin· embargo, para toposiomerasa tipo 

II d.e o.: ·melanogaster se public6 en 19.83 (62) ·que existra·n proble

mas "cuando se partía· de núcleos,. pues esta enzim·a parecía distri

buirse por. toda la célula durante la mitosi~, por lo que era mejor 

trabajar con el em.brión completo-, ya que encontraban i·gual canti

dad de enzima ·en n.G.cleo y citoplasma. 

En nuestro caso cuando aislamos nG.cleos, la actividad que se 

detectó f~e bajísima por lo que nos decidimos a trabajar con 

extractos prot€icos totales, los .·que nos dieron buen re·sultado. 

Esto concuerda con lo que se describió para las purific·aciones de 

las topois'omerasas de. vegetales, "en las ·cuales el material biol6-

gico del que. se parti6 'fue: en trigo1 del g€rmen, mientras que en 
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colifrlor de las inflorescencias y en ambas plantas se hicieron 

extractos protéicos totales para iniciar la .purificaci6n. Obvia

mente, para estudios de localizaci6n exacta y funci6n biol6gica 

de las topoisomerasas, sería recomendable aislar organelos con 

DNA dur.ante diferentes etapas de la germinaci6n, lo más rápida y 

eficientemente posible. Tambi~n sería conveniente trabajar con 

otro tejido. vegetal pues para disecar 1000 ejes embrionarios una 

persona- con experiencia tarda una semana; pna opci6n sería traba

jar con tejidos meristemáticos de plántulas, de los "cuales de una 

manera relativamente rápida podríam.os obtener mayor cantidad de 

materia prima •. No obstante, ya que nuestro objetivo inicial era 

encontrar y .caracteriz.ar las .enzimas durante la germ.in·aci6n, el 

material biol6gico tenía· que ser el eje embrionario. 

La cplurnna de. sepharos_a ... n.ovobio.cina ut.i1iza.da para aislar 

girasa de E. coli. ·(48) · ·y _topoisomerasa II de rat6n (59), no obs

tante sus grandes ventajas, no ha sido' utilizada en general para 

la purificaci6n de topoisómerasas II •. Cuando nosotros la prepara"'." 

mos y usamos, no pudimós localizar la actividad de· la enzima. Esto 

se pudo d.eber a: 1) que la estabilidad enzimática ·fuera muy baja 

y _no se detectara la actividad en el eluído; 2) ·que la topoisome

rasa II se hubiera· unido i:treversiblem.ente a la columna; pero esto 

no es inuy factible ya que indicaría que la afiniffad de la novobio

cin·a por la enzima debería· ser muy fuerte para que esto o'curriera 

y no existen reportes al respecto; 3) que la afinid.ad ·entre la to

poisomerasa y la novobiocin·a bajo estas cond.iciones es baja· y no 

hubo' unión. 4) otra posibilidad es que la topoisómerasa II de 

maíz no sea i.nhibida por la novobiocina por lo que ·1a enzima no 
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se uni6 a la·columna y su actividad al salir estuviera enmascara

da por la topoisornerasa I, o bien se perdi6. Pareciera cóntradic

torio el hecho de que novobiocina no inhibe a la topoisomerasa II 

en nuestro ensayo de reacción (los resultados no fueron consis

tentes), mientras que la síntesis de DNA en nGcleos de ejes em

brionarios s.! se inhibe. Esto podría explicarse si se considera 

que la novobiocina podría estar actuando sobre otras enzimas del 

m.etabolismo del DNA. que requieren de ATP y que se ha reportado 

recientemente pueden inhibirse por el agente químico: :(63). 

En cuanto a las otras resin,as· usad-as, con hid·roxiapati ta el 

problema principal ·fue el tiempo que tardaban en eluir las enzimas, 

reflejándose esto en la p~rdida d.e actividad de al m.enos· una de 

ellas. El Ultrogel HA vino a remediar este problema, pues la 

elusión es inuy _rápida por lo que podemos .contar con la actividad 

de las .topoisomerasas por más .tieinpo, aunque existe el problema 

de que eluyen juntas; esto se soluciona.entonces con la columna 

de Sephadex, ·que nos separa bien las actividades enzimáticas y 

se puede contar con la actividad enzimática estable de topoisome

rasa I y, aunque por menos tiempo, de topoisomerasa II. Este fenó

meno :se ha reportado frecuentemente en la literatura por lo que 

hay que extremar ·1os cuidados para purificar a este tipo de enzi

mas. Para nuestros objetivos, el procedimiento de purificación 

pa.rcial utilizado re·sult6 adecuado. 

El ensayo que utilizamos para detectar la actividad de 

topoisomerasa consiste en la rel~jaci6n de plásmidos ·superheli

coidales y este es· uno de los ensayos m§.s· usados para este .tipo 

de enzimas. La forma en que observamos la activídad enzimática 

·fue cualitativa, puesto que carecíamos de· un densitt5metro que nos 
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.indicara el momento en que el pl&smido superhelicoidal hubiera 
' 

pasado a la forma relajada en· un 50% en las condiciones de nues-

tro ensayo, que es como se reportan generalmente las unidades de 

actividad para estas enzimas. Sin :embargo, cualitativamente pudi

mos observar cuando la banda del pl~smido superhelicoidal desapa

recía y_ aparec:ía otra en el lugar_del plásmido relajado y así es 

como medíamos la actividad. Si no tenemos· unidades confiables, 

no se pueden dar datos sobre el rendimiento en la purificaci6n 

de la enzima; no obstante, podemos mencionar que conforme se 

avanzaba en los pasos de purificaci6n, la cantidad de prote:ína 

utilizada en los ensayos era mucho menor. 
., 

Es interesante mencionar que en los ensayos iniciales, 

al comienzo de este trabajo, no se utilizaban proteasas para 

desproteinizar la mezcla de reacción después de terminado el tierrpo qe 

in~ci~ y los resultados indicaban una serie de bandas con los 

geles de agarosa que corrían poco como sí fueran inult:ímeros del 

plásmido, en fracciones donde no se esperaba actividad. Al tratar 

con proteasas los ensayos de estas fracciones, se observaba que la 

banda del plásmido corría igual a la del control sin fracci6n 

prot€ica, por lo que se podía deducir que el plásmido no hab:ía su

frido nin.gún cambio. Esto sugiere que proteínas que se unen al DNA 

y que están presentes en algunas fracciones modifican al corrimien

to del plásmido y por tanto el re·sultado; de ahí la importancia 

de desproteinizar despu€s de probar la actividad. 

Los resultados de ·1a caracterizaci6n de las enzimas se 

resumen en el siguiente cuadro, donde se muestran datos de algunas 

topoisomerasas de diversas "fuentes con el fin de comparaci6n, 
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(figura 23). 

En ma1z, la topoisomerasa I podr!a tener un peso molecular 

menor que la topoisomerasa II dado el patr6n de elusi6n en Sephadex 

y esto coincidiría con los datos reportados en la literatura 

para los dos tipos de enzimas. Para topoisomerasa I los pesos mo

leculares en eucariotes varían de 62000 a 135000: esta variaci6n 

parece deberse a la presencia de productos proteol1ticos de la 

enzima que atin tienen.actividad. Los primeros reportes de peso 

molecular de la enzima la situaban cerca de 60000 pero después, 

al refinarse más las t€cnicas de purificaci6n, lo colocaron alre

dedor de 100000. En los geles de acrilamida-s.ns en donde seco

rrieron fracciones con actividad de las diferentes etapas de puri

ficaci6n de nuestra enzima, se puede observar· un enriquecimiento 

de bandas con pesos moleculares de 57000· .y 94000, por· lo que tal 

vez podrían corresponder a la enzima. Para topoisomerasa II los 

pasos moleculares reportados van de 15 0.000 a 261000. En nuestro 

caso, se enriquecen algunas bandas de 94000 o más mediante acri

lamida-SDS y pudiera er que entre alguna de estas bandas se encon

trara la correspondiente a la topoisomerasa II. Nos falt6 probar 

con marcadores de peso molecular más altos, pues el mayor era de 

94000. 

En cuanto a la fuerza i6nica 6ptima para la actividad de las 

enzimas, la topoisomerasa I trabaja mejor en· una concentraci6n 

menor que la tipo IIy ambas conce~traciones caen dentro de lo re

portado para otras topoisomerasas, como se muestra en la fig .. 23. 

En el caso del magnesio, la topoisomerasa I es estimulada en 

su presencia: este hecho ocurre tambi€n en coliflor y en c€lulas· 
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FIG. 23 CUADRO COMPARATIVO DE DNA TOPOISOMERASAS 

Fuerza Iónica Mg++ 
[KCl] 

Tipo de Enzima 1 
Orígen ---- TL TII TI TII 

i 1 
1 

Maíz 50 mM 1 100 mM 10-15 mM 1 15 mM 
1 estimula 1 
1 1 

Trigo 50-150 mM 
NaCl -

Coliflor 50-200 mM 50-100 mM 10-15 mM 10 mM 
estimula 

1 1 

DrosoEhila 100-150 mM 5-10 mM 
175 mM 

1 1 

Ustilago 180 mM 10 mM 
estimula 

1 T 

C~lulas HeLa 120 mM 10 mM 
estimula 

1 1 

Eritrocito de pollo 

pH ATP ! -Novobiocina 

TI TII TI TII TII 
1 

6.5.!9 posible 1 mM posible 
1 inhibición inhibición 1 

i . 
1 
1 
1 

1 -
i 

1 

8 
1 8 l. mM 100 ,ug/ml 1 
1 inhibición ! • 
1 
16.5-10 1 mM 210 mM 

i • 

5.5-8 5 mM 

• inhibición . 

• 

inhibición 
\ 



HeLa. Para la topoisomerasa II de ma!z el magnesio es requerido 

·con un 6ptimo de 15 mM, que es un poco más alto que lo reportado 

para otras enzimas de ·su tipo. 

El rango de pH en que trabajan nuestras enzimas es: de 6.5 

a 9.0 para topoisomerasa I y de 7.0 a 9.0 para la II, en amorti

guador Tris. Usando el mismo amortiguador, la topoisomerasa II 

de ·orosophila tiene· un rango de pH de 7.5 a 10; aunque si se usa 

amortiguador d'e glicina, el rango se reduce mucho. En ·ustilago 

maydis el rango de pH que se reporta es de 5.5 a B.O con diferen

tes amortiguadores. Esto nos indica que las topoisomeras.as tie-, 
nen un rango amplio de pH para actuar, a~nque se debe ser cuidado-

so para seleccionar el amortiguador que se quiera utilizar. 

Es interesante el hecho de que algunas topoisomerasas I como 

la de eritrocito de pollo· y . la de u. tnaydis pueden inhibirse por 

ATP. La topoisomerasa I de maíz parece presentar la inhibición 

también, pero faltan más estudios para establecerlo categ6rica

mente. Esta inhibición es inuy interesante puesto que podría suge

rirnc;>s una forma de regulación de las topoisomerasas, pues mien

tras las tipo II requieren ATP para ·su actividad, las tipo I se 

estarían inhibiendo. 

Finalmente, la función biológica de estas enzimas es todavía 

en gran medida un enigma. El esclarecimiento de ·su actividad · in 

vivo·se complica.por la carencia de metodología adecuada para es

tablecer su localización y actividad. No obstante, mutantes de 

las enzimas en levaduras principalmente,han comenzado a dar in

formación y procesos tales corno la mitosis, la segregací6n cromo

soma! y la transcripción se a;fectan (36). Es indudable que en los 
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pr6ximos años se definirán una a una todas las funciones que estas 

enzimas realizan en-las c~lulas y su importancia en el metabolismo 

de DNA. 
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CONCLUSIONES 

l. En este trabaJo se demuestra la existencia de actividad de 

topoisomerasas de tipo I y II en ejes embrionarios de ma!z, imbi

bidos por 24 hr. 

2. Durante el aislamiento de las enzimas,se encontr6 que al menos 

la topoisomerasa tipo II, es ·sumamente l&bil desde los primeros 

pasos de aislamiento1 por lo que ~ste debe realizarse en forma 

r§.pida. 

3. La topoisomerasa I es estimulada por magnesio aunque la presen

cia del cati6n no es ooligatoria para la actividad de la enzima. 

Por otra parte, pareciera ser gue el ATP inhibe parcialmente la 

actividad de la enzima. 

4. La topoisomerasa II requiere magnesio' y ATP par.a trabajar y no 

es claro que se inhiba por novobiocina. 
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