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RESUMEN 

La DNA poli11erasa es una enzi•a •UY importante que actúa de 

for•a coordinada con todo un complejo enziaático en el moaento 

de la einteeis del DNA. 

Kn ejes e•brionarios de •aiz, la DNA pol que actúa durante las 

primeras 24 horas de la ger•inación es escencialaente la aisaa 

(Vázquez, 1986). 

En el presente trabajo puede observarse que en ejes e•brionarios 

no e~bebidos se detectan dos tipos de actividades de DNA 
polimerasa a través de una coluana de OKAE-Celulosa y otros dos 

picos de actividad a trav&e de una colu•na de fosfocelulosa. 

El análisis de estas actividades por medio de inhibidores 

confiraan que a través de OKAK-Celulosa la respuesta a estas 

sustancias es claraaente diferente: Sin embargo, a través de 

fosfocelulosa el resultado con inhibidoree parecería indicar que 

ee trata de la •is•a actividad enzi•ática. 

Aunado a lo anterior, se 

plántulas de •a!z parece 

poli•erasa. 

puede observar que en hojas 

existir un inhibidor de la 

de 

DNA 



INTRODUCCION 

Las gra•íneas son plantas de gran utilidad ya que 

una fuente importante de alimento y el •aiz es un 

ello. 

1 

constituyen 

eje11plo de 

El conoci•iento de los procesos bioquíaicos que ocurren en las 

semillas de estas plantas durante las priaeras horas de la 

gerainación, permite establecer las condiciones necesarias para 

el buen desarrollo de la plántula.En semillas que han perdido 

viabilidad, estos estudios ae hacen necesarios. 

Es posible utilizar algunas enziaas que intervienen en la 

bioqui•icos que nos gerainación co•o •arcadores 

delectar los problemas que se 

tipo. 

presentan en se•illae 

per•itan 

de éste 

Estudios cncaainados hacia esa línea son fundaaentales. 

ESTRUCTURA DE LA SEMILLA 

La for•ación de la ee11illa es una etapa fundalM!ntal dentro del 

ciclo de vida de una planta. Ade•áa de ser una estructura de 

dispersión, le per•ite a la planta soportar condiciones adversas 

au•entando la probabilidad.de estableci•iento. 

La se•illa se deriva del óvulo fertilizado. In casi todos los 

casos es poeible reconocer: 1) una teeta, 2) el endoflpermo y 3) 

el e•brión. 

La testa es el producto de uno o a.boa intesumentos del óvulo. 

Desde el punto de vista fisiológico, BU i•portancia puede eer 

auy grande, ya que la presencia de una cutícula externa e 

interna le confiere un cierto erado de i•permeabilidad tanto al 

agua co•o a los gases, ejerciendo una influencia regulatoria 
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sobre el •etabolie•o y el creci•iento de tejidos internos y 

órganos de la semilla (Bewley and Black , 1978). 

El endoaper•o se desarrolla co•o resultado de la fusión de los 

núcleos polares del saco e•brional con un nücleo espermático del 

tubo polinice. El núcleo endospér•ico que resulta de ésta fuslón 

es triploide. 

Esta estructura sirve co•o tejido nutritivo del e•brión y 

contiene sustancias diversas de reserva, sobre todo almidón y 

otros carbohidratoa co•o polisacáridos y he•icelulosas (Roth, 

1966). 

El e•brión general•ente se deriva de la fusión de loe núcleos de 

loa gaaetos femeninos y ansculinos. Uno de sus extremos, la 

radícula, foraará la raiz de la planta; el otro extremo, la 

plú•ula, for•ará el tallo y las hojas. El embrión posee 

cotiledones u hojas seminales (uno en las •onocotiledóneas) 

(Bidwell, 1979). 

Una vez que la semilla se ha formado, se inicia una desecación 

progresiva de loe tejidos. El contenido de hu•edad cae hasta un 

10~. Aun en éste estado de extre•a deshidratación, el embrión 

puede per•anecer vivo durante aucho tie•po dependiendo de la 

especie. En auchos casos,el principal requisito para reanudar su 

crecé•iento y desarrollo ea la adición de ngua. 

GER.MINACION 

La ger•inación es el proceso que per•ite el estableci•iento de 

la plántula a través de una suceaión de eventos que modifican a 

la eemflla pasándola de un· estado de reposo a uno 

metabólica•ente activo. 
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Aunque el concepto de germinación no es fácil de definir,." 

generalmente se dice que ha ocurrido una vez que una parte del 

embrión, normalmente la radícula,atraviesa por completo la 

cubierta de la semilla (Berrie, 1984). 

Desde el punto de vista bioquémico, este proceso involucra toda 

una serie de eventos moleculares que suceden antes de la primera 

división celular (Brooker et al., 1977) . 

.Cond.lciones necesarias para la germinación 

Loe factores más importantes que afectan co•Dnmente a la 

germinación de las semillas son: agua. te•peratura, luz e 

intercambio de gases. 

El agua es pri•ordinl pues las semillas están extremadamente 

deshidratadas. Nor•alaentc sólo contienen del 5-20~ de agua de 

su peso total y tienen que absorber una buena cantidad antes de 

que se inicie la germinación. Después de la iabibición, la 

absorción de agua decrece, la gerainación pr~sigue y empiezan 

los procesos que llevan al crecimiento y desarrollo 

(Bidwell, 1979). 

Una teaperatura correcta es importante para la 

te•peratura ópti•a para el desarrollo del 

gerainación. 

e•brión vnria 

La 

de 

acuerdo con la cspeci.e. Para cada una existe una te•peratura 

aáxima y unn mínima, por arriba o debajo de la cual la 

gerainación no ocurre (Wilkins, 1969). 

La germinación se ve influida por la cantidad de luz existente. 

Las semillas tienen sólo mini•as cantidades de alimento 

almacenado para el crecimiento del eabrión, por lo que lee ea 

necesario volverse autÓfrofas cuanto antes. Si gerainan en el 
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suelo •uy profundamente pueden agotar sus reservas antes de 

alcanzar la superficie. La exigencia de luz no permite que esto 

ocurra ya que asegura que la germinación empiece solo en 

seaillas que están en la superficie o auy cerca de ella 

(Bidwell, 1979). 

11 aetabolisao durante los estadios iniciales de la germinación 

puede ser anaerobio caabiando a aerobio tan pronto como la testa 

se roape y el oxígeno se difunde en su interior. En este 

aoaento, los requeriaientos de energía son proporcionados por 

loo procesos de oxidación, lo cual involocra un intercambio 

gaseoso, salida de bióxido de carbono y entrada de oxígeno 

(Wilkins, 1969). 

La edad de la semilla es un factor de importancia en la 

germinación. Pocas son las que en realidad logran sobrevivir 

durante aucho tiempo (Bidwell, 1979). 

ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERHIHACION 

Síntesis de Proteínas y RNAm 

En el aomento de la iabibición, la semillas inician su actividad 

aetabólica¡ esto requiere de la acción de mültiples enziaaa que 

necesitan ser sintetizadas en la• priaerae etapas de la 

germir3ción. 

Se ha demostrAdo que en embriones secos de trigo existe lA 

aaquinaria necesaria para la sintesis de proteínas (Harcus et 

al., 1970¡ Tarrago et al., 1970) y que ésta se inicia dentro de 

loa primeros alnutoa de imbibición (Oeborne, 1982). 

El conociaiento de que la síntesis temprana de proteinas es un 
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evento necesario en la germinación trae consigo la pregunta de 

si existe o no una concomitante síntesis de RNAm. 

Walers y Pureen 1966 y Klein et al.,en 1971 deaostraron que la 

síntesis de proteínas en esa etapa de la gerainación estaba 

guiada por RNAm previamente sintetizado, esto es, RNAm utilizado 

durante la embriogénesis y almacenado en el •omento de la 

foraación de la semilla. 

Esta idea ha sido sustentada por varios edtudioe. Chen et al., 

en 1971 indicaron que existía un nivel auy bajo de transcripción 

al inicio de la gerainación de ejes alelados. Adeaáe, la 

observación de que la f or•ación teaprana de poliribosoaas no era 

afectada por cordicepina y ~-a•anitina,doe inhibidores efectivos 

de la sintesie de RNAm, indicaba clara.ente que la transcripción 

no era necesaria para la síntesis temprana de proteínas y que la 

traducción al inicio de la gerainación funcionaba principalmente 

con RNAm almacenado (Brooker et al., 1977). 

No obstante, en 1979 Cheung y colaboradores dieron evidenciae de 

que en embriones de trigo, despu~e de 40 ainutoe de imbibición 

la eíntesie de proteínas era dirigida por RNAm eintetizado de 

novo más que por el almacenado. 

Aunado a eeto, se ha encontrado que algunos RNAm codifican para 

proteínas de reserva de la s.,.illa (Bollini and Chiepeels, 1977; 

Hori et al., 1978), lo que apoyaría la afiraación de que ese 

RNAm no es i•portante en los pri•eroe eventos de la 

cerainación.Es dificil deterainar con certeza , en el aoaento de 

la iabibición, ai el RNA•n sintetizado de novo o el RNAm de vida 

larga alaacenado en las semillas son utilizados 

síntesis teaprana de proteínas. 

para la 
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Es probable que el RNAm almacenado sea el sobrante del proceso 

de e9briogénesis y que las proteínas requeridas para la 

ger•inación provengan de RNAm sintetizado de novo. 

Aún cuando este punto no ha sido coapletaaente esclarecido, 

inforaación obtenida a partir de estudios de eabriones 

procedentes de se11illas que han perdido viabilidad y que no 

presentan sinteeia de proteínas, no 

patronee de RHA a través de un 

coaparación con seaillas de alta 

1983). 

•ostraron 

gradiente 

viabilidad 

caabios en los 

de densidad en 

(9011:) (Osborne, 

Es iaprobable que la disponibilidad de RNA rico en poli A sea el 

factor que liaite la síntesis te9prana de proteínas (Bray and 

Saith, 1905). 

La sínteais de RNA en seaillas con 

reducida. Aún cuando en eabriones de 

baja 

011: de 

viabilidad 

viabilidad 

se ve 

exista 

síntesis de poliribonucleótidos de bajo peso aolecular, éstos no 

son utilizados coao •oldes para la síntesis de proteínas 

(OSborne, 1977). 

Si la ausencia de síntesis de proteínas en e•brionea de 011: de 

viabilidad se debe o no a un aal funciona•iento de loa elementos 

involucrados en eae proceso, aún eatA en duda. Sin e9bargo, el 

hecho de que exista síntesis de poliribonucleótidoa de bajo peso 

•olec·1lar ea una cuestión que concierne 

integridad del DHA, del cuAl ese RHA fue 

1983) . 

.Sintesis de DNA durante la germinación 

directaaente a la 

transcrito (OSborne, 

Kn las gra•ineas, la secuencia de algunos eventos en la 

gerainación pueden dividirse en: 1) eventos teapranos; 
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hidratación sinteeis de proteinae, sintesis de RNA y 

reparación de DNA y 2) eventos tardioe; expansión celular, 

replicación del DNA y •ovilización de reeervae (Osborne, 1983). 

La aparición progresiva de ésta secuencia de eventos se ve 

afectada si la eeailla sufre algún da~o; sin embarco, aún cuando 

se retrase la gerainación, ésto no previene el estableciaiento 

de la planta. 

La expansión de la radícula dentro de la se11illa ocurre 

inicial•ente por elongación celular y su subsecuente eaergencia 

a través de la cubierta puede o no estar acoapanada por división 

celular. La replicación del DNA es un requisito necesario para 

que la división ocurra (llewley and Black, 1984). 

El tiempo en el que coaienza la sínteeia replicativa del DNA es 

variable de acuerdo a la especie y va desde 4 hasta 12 horas 

deepuée de que comenzó la i•bibición (Chen and Oeborne, 1970; 

Buchowicz et at.,1978; 8aiza et at., 1989). 

En el caeo particular del aaiz, ea sabe que la aintesie 

replicativa del DMA, medida c<>110 la incorporación de un 

nucleótido •arcado, puede dispararse a partir de la• 9 horas de 

i•bibición (Vázquez y López, 1986). No obstante, en tiempos 

teapranoe de la iabibición existe un pequeno incr....,nto en la 

incorporación de la aarca; ae ha aucerido que ésta aintesie 

prereplicativa de DNA ea de tipo reparativo (Zara!n et at., 

1987). 

Hucha de la infor•ación concerniente a loa mecanie•oe de 

reparación del DNA derivan del estudio de procariontes y 

algunos,pero no todoe los aecanisaoe,parecen operar siailar•ente 

en eucariontes. En plantas superiores, las evidencias 

bioquí•icae de la existencia de reparación de lesiones del DNA 



son recientes (Vele•insky et al., 

Además de las lesiones del DNA 

durante el desarrollo del e•brión, 

durante el periodo en el que la 

1972; Os borne et al . ' 
que perraanecen sin 

otras lesiones se 

semilla peraanece en 

8 

1984). 

reparar 

acumulan 

estado 

seco. Esto requiere la reactivación del proceso enzimático de 

reparación en el moaento de i•bibición 

A •enos que los da~os ocurridos en el material gen~tico del 

embrión se reparen por completo , los eventos subsecuentes no 

podrán operar adecuadamente. 

La síntesis de ONA tanto en etapas tempranas como tardías, es un 

proceso fundaaental para la germinación de la semilla. Este 

evento es dirigido gracias a la acción concertada de un gran 

núaero de enzimas, dentro de las cuales los DNA polimerasas 

juegan un papel fundamental. 

DHA POLIHERASAS 

Generalidades 

La replicación, reparación y reco•binación del DNA son procesos 

que requieren de la acción conjunta de auchae proteínas. 

Sin emba•go, en todos estos procesos una proteína, la DNA 

poli11erasa, juega un papel central. Su función es asegurar la 

incorporación de los 4 desoxiribonucleótidos trifosf ato sobre un 

molde de acuerdo a las reglas de apareaaiento (A con T y G con 

C). 

Desde el descubri•iento de la primera DNA polimerasa hace ya 

cerca de 30 a~oe, tales enzi•as ·han eido encontradas en todos 
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los organismos procariontes y eucariontes (HUbscher, 1983). 

Aunque difieren en propiedades químicas, físicas e 

inmunológicas, presentan algunas si•ilaridades i•portantes: a) 

todas incorporan sobre un moldedesoxiribonucleótidos trifosfatos 

como monofosfatos por hidrólisis del enlace foefodiester a-~. en 

presencia de cofactores (cationes divalentes) b) todos necesitan 

de una peque~a pieza complementaria de ácido nucleico (DNA o 

RNA), llamado "primer" con un grupo hidroxilo libre en el 

carbono en posición 3 de la desoxiribosa. c) Todos polimerizan 

en la dirección S'- 3' de la cadena en creciaiento. 

Un esquema simplificado de la horquilla de replicación ae 

presenta en la fig.1. La síntesis en la cadena continua procede 

en la dirección 5' - 3', antiparalela a la cadena •olde y en la 

misma dirección en la que se va abriendo la horquilla. En ln 

cadena discontinua, la síntesis ocurre en loe fragmentos de 

Oknzaki que son antecedidos por la formación de un olig6mero de 

RNA que le sirve de primer o cebador. Estos frapentos son 

procesados y ligados para formar un DftA de al~o peso molecular. 

El esquema sé complica verdaderamente cuando se piensa en ln 

interacción de todas las proteína• que intervienen: helicaeaB, 

proteínas que se unen a la cadena sencilla de DllA, el complejo 

primosomal, etc. Todo este complejo debe de actuar de aanera 

coordinada para permitir la minteaia de aaba• clldenaa (He Henry, 

1988). 

a•~~-~--~---, 

6'-~~~--~-~ 

,_ RNA pd1n•r" 
- DNA 
ex>:10 5S1' 
.. DNA p•llmef'Ol4 

• ¡,,,.,_ /h.,;,., .... 1 •. 
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En procariontes se sabe que existen tres tipos diferentes de DNA 

poli11eraaaa, denoainadas DNA pol l, 11 y 111, de acuerdo al 

orden en que fueron descubiertas {Kornberg, 1980). 

La poaibilidad de obtener autantes condicionales letales de los 

censt1 que codiíican para cada una de ellas, ha sido fundaaental 

pa~~-;'ei'.co~iai~to de aus funciones biológicas. l!n el cuadro I 

se mueatran •l1Unaa de la• caracteriaticaa aáa iaportantee de 

éataa poliaeraaaa. 

In célula• eucariontea, en particular aaaíferos, su estudio se 

ha coaplicado por la iaposibilidad de obtener células autantes, 

no obstante a la fecha ya se cuenta con una gran cantidad de 

inCoraación que noa peraite suponer ciertos papeles funcionales. 

Son cua~ro.las DflA poliaerasaa que se han podido distinguir en 

éste tipO de orr.anisaoa; sin eabargo han existido auchaa 

dif.i.cultadea para identificarlas porque en diferentes sisteaas 

se han: noabrado de foraa distinta {Litvak y Caetroviejo, 

19871.ln el presente trabajo utilizareaoa la clasificación 

artesa para·identificarlaa. 

DNA poli1Mtrasas alfa y delta 

La DflA poliaerasa Q fue la priaera 

aaaiferoa que ee describió {Bollua, 

una enziaa de alto peso aolecular, 

errores de incorporación ya que no 

exonucleaaa 3' - S' {So and Downey 

de las 

19601. Se 

incapaz 

presentaba 

,1988). 

DNA poli11erasa de 

encontró que era 

de corregir loa 

una actividad de 

La DNA poliaeraaa Q ha sido !aplicada en la replicación del DNA 

y aucha evidencia soporta éste concepto: su actividad enziaática 

ae correlaciona poaitivaaente con la sinteeie de DNA durante la 
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poi! poi 11 poi 111 

Funciones: 

polimerización 5' -- 3' + + + 
Exonucleasa 5' --3' +:·.=.·?.:>•., :~·~ ... ~·~:. 

... 
+ 

Exonucleasa 3' --5' +·· ·::.J.i;,/; + ~-- ': + 

Molde sintético 

Dúplex intacto 

Cadena sencilla cebada + 
Dúplex con cor tes + 

Actividad: 

Efecto de 20mM 6Q 
·~· 

:<:60 :}.~~: .J .. • 60 
• ~t 

KCI% tM~ 80 ·. 
~.;,,· 

100' . 
... 

50 

100mM 100. .. · 70 10 
del óptimo 

150mM 80 50 o 

Inhibición por 2' -desoxi- ~~· 

análogos + + 

Inhibición por ara-CTP + 
Inhibición por agentes 

bloqueadores de grupos 

sulfh1dnlo + + 

Generales 

Tamano ( Kd l 109 120 140 
\ 

CUADRO l. Algunas propiedades de las DNA Polimerasas l, 11 ylfl de 

Eschenchia coli. Tomado de Kornberg, 1980 
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proliferación celular¡ todos sus inhibidores especificas también 

inhiben la replicación del DNA (Ikegaai et at., 1978). 

Estudios recientes de replicación Ln v(tro del DNA han 

corroborado éste concepto (Bialek et at., 1988; Tamai et at., 

1988; Gassaan et at., 1988). 

Esta enziaa ha sido aislada generalaente en foraa de un coaplejo 

polipeptidico (Wong et at., 1988; So and Downey,1988; Taaai et 

al., 1988; Nasheuer and Groase, 1988).En general consiste de: 1) 

un polipéptido catalitico que in u(tro es un fosfopolipéptido 

que oscila entre de 12S-180 kd : 2) una fosfoproteina de 77 kd 

de función desconocida y 3) dos polipéptidos de SS y 49 Kd 

asociados con la actividad de DNA priaasa y en particular se ha 

visto que ee el de 49 kd. quien posee tal actividad (Nasheuer 

and Groonse, 1988). 

La DNA poliaeraea 6 difiere de otras DNA polimerasae de 

•a•iferoe, porque es la única que presenta una actividad 

exonucleasa 3'- S' (Crute et at., 1986).Adeaás de su actividad 

de exonucleasa en esa dirección, ésta enziaa puede distinguirse 

de 1a·DNA poliaerasa o por eu coaportaaiento croaatrográfico y 

la especificidad de utilización de aoldes in v(tro. Las DNA 

polimerasas 6 prefieren copoliaeros alternados tal coao poli 

(dil-dT), al.entras que su actividad sobre aoldes de DNA activados 

con DNAaQ es •UY baja. 

DHA poJiaerasas tipo 6 de aaaiferos con una actividad 

cxonuclcasa 3'-5' asociada han sido aisladas de auchos tejidos, 

co•o por eJe•plo, de tiao de ternera (Lee et al., 1980; erute et 

at., 1986; Wahl et at., 1986), aédula ósea de conejos (Gascin 

and llyrnes, 1982) y placenta huaana (Lee and Toomey, 1987). 

Algunas de las propiedades de todas éstas enzimas, como peso 

aolecular y utilización de •oldes varían, aunque es posible que 

ee·to se deba al protocolo de purificación. 
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Una diferencia clara en las propiedades de las especies de DNA 

poli•erasas 6 que han sido aisladas en diferentes laboratorios, 

es su asociación con DNA priaasa. Tanto la purificada a partir 

de timo de ternera como la de placenta hu•ana carecen de tal 

actividad (Downey el al., 1988; Lee and Too•ey, 1987). Sin 

e•bargo, erute el al., en 1988 reportaron dos tipos de DNA 

poli•erasa 6, I y 11, la pri•era con una actividad de primasa 

asociada. No obstante, anticuerpos aonoclonales contra DNA 

poli•eraaa a inhiben a la DNA poli•erasa ó I aientras que la DNA 

poliaeraaa 6 II, que es donde se encuentra la actividad de 

exonucleasa 3'-5', no se ve afectada. Esto pareceria indicar que 

la DNA poliaeraaa I es •ás bien una f or•a de DNA poliaerasa a, 

en donde su asociación con la DNA priaasa es f ácilaente 

explicable. 

Una propiedad coaun a todas las poli.,.raaaa 6 ea au poca 

inhibición por butilfenil-dGTP y butilanilino-dATP, que inhiben 

en •ayor proporción a las DNA poliaeraeae a (Crute el al., 

1986). 

Las DNA polimerasas a y 6 co•parten •uchaa siailitudes; por 

eje•plo son enzi•ae de alto peso aolecular y son proteínas 

acídicas sensibles a la inhibición por N-etilaaleiaida. La 

síntesis de DNA con a•bas enzimas es sensible a inhibidores de 

la replicación tales coao afidicolina, y arabinosilnucleótidoa y 

resistentes a dideoxinucleótidoe (So and Downey, 1988). Con base 

a estas ai•ilaridadea surge la duda de ei la DMA poli•erasa ó ea 

solo una foraa aodificada de la DNA poli11eraaa a o viceversa. 

A pesar de éstas se•ejanzas, •uchas evidencias han sugerido que 

son enzi•as diferentes dadas otras caracteristicaa que no 

coaparten: actividad exonucleasa (Downey, 1988); resp•Jeeta 

diferencial a la proteína PCNA, que regula el ciclo celular 



(Tan et a!., 1986; ); eeneibilidad 

butilfenil-dGTP y butiladenilo-dATP 

11, 

a inhibidorea como 

Wahl et a!., 1986); 

anticuerpos aonoclonales contra DNA polimeraea a no inhibe la 

actividad de DNA poliaerasa 6 (Wahl et al., 1986; J.ee and 

Tooaey, 1987); anticuerpos policlonales contra DNA poli•erasa 6 

de tiao de ternera no inhiben a la DNA poliaerasa " de la aisaa 

especie; estudios de proceeivided sobre aoldee sintéticos 

aueatran respuestas diferente& (Hohn and Groase, 1987). 

El papel funcional de estas enziaae ha sido auy dificil de 

deterainar debido a la carencia de autantes en eucariontes 

superiores. Sin eabargo, se ha eugerido la posible función de 

aabas proteínas en la horquilla de replicación, esto es, la DNA 

poliaerasa 6 replicando la cadena continua y la DNA poli•erasa a 

cowo una replicasa de la cadena discontinua 

1988). 

Focher et al., 

La ONA poliaerasa o, enzima asociada con una actividad de 

primasa, con una procesividad •oderada que le peraite una 

síntesis discontinua, la hace un buen candidato para replicar la 

cadena discontinua en la horquilla de replicación. 

Por otro lado, una enziaa· con aucha procesividad que le permita 

realizar.una síntesis continua, capaz de llevar a cabo sintesis 

de desplazaaiento de cadena, controlada por la proteína PCNA,­

involuc~ada en la regulación de la replicación-, y con actividad 

de exonuclenEn, ea requerida para sintetizar la cadena continua 

y estas características corresponden a las de la DNA polimerasa 

6. 

Por analogía con el aodelo de replicación en procariontes, es 

posible que las DNA poliaerasae a y 6 eean coaponentee de un 

coaplejo aultiproteico en la replicación, a~n cuando hasta la 
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fecha no hay evidencia de tal co•plejo (So and Do~ley, 1988). 

DNA polimerasa beta 

La DHA poli•erasa ~de •a•íferos ha sido purificada de una 

variedad de organie•oe y en todos los caeos se ha encontrado una 

enzi•a que consiste de polipéptido de alrededor de 40,000 de 

peso •olecular. (Hübscher et at., 1979; Tanabe et aL., 1981; 

Sakaguchi and 8oyd, 1985; Wileon et aL., 1988). 

Exa•inando la procesividad de la enzi•a, se ha llegado al 

acuerdo general de que en presencia de t1g
2
•, ea co•pletamente 

distributiva, insertando solo un deeoxinucleótido y disociándose 

del •olde posterior•ente (Wilaon ~t at., 1988). 

La enzi•a purificada carece de actividad exonucleasa o 

reacciones reversas. Por tanto, es la enzi•a 11enoa precisa de 

las DHA poli•erasas; su frecuencia de inserción de una base 

equivocada ea de 1/1000 a 1/6600 por nucleótido sintetizado. 

La DHA poliaeraea ~ no parece tener grupos sulfhidrilo en su 

sitio activo ya que su actividad no ea inhibida por agentes 

bloqueadores de estos grupos y, a diferencia de lo que ocurre 

con la pal a esta enzi•a es esti•ulada por altas 

concentraciones de cationes aonovalentes; ea fuertemente 

inhibida por ddHTP'e e insensible a ara-HTP y afidicolina. 

El papel fisiológico de la DMA pol ~. hasta hace algún tieapo 

era •UY obscuro. Era conaiderada una enzi•a reparativa, sin 

e•bargo las evidencias que existían eran •uY circunstanciales: 

no presentaba fluctuaciones en el ciclo celular y un incre•ento 

en la cantidad de esta enzi•a coincidía con el pico de 
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reparación de ONA en los linfocitos estimulados con 

fitohemaglutinina (Hübscher, 1983). Sin embargo, a la fecha se 

han acu•ulado algunas otras evidencias consitentes en asignarle 

un papel en la reparación del DNA. Por eje~plo, una baja 

procesividad debe necesitarse en una polimerasa que va a 

realizar síntesis de DNA sobre fragmentos cortos 

independiente•ente de que esta procesividad pueda incrementarse 

al estar presentes factores eetiauladores. Adeaás, la síntesis 

por deeplaza•iento de cadena puede ser una característica 

i•portante para una enzi•a reparativa (Wilson, et al 

1988).Algunos estudios han indicado que la DNA pol ~ funciona 

solo en la reparación de traao corto, pero tanto la a coao la ~ 

están involucradas en la reparación de traao largo. (Vázquez, 

1986). Apoyando lo anterior, éstas dos enziaas parecen actuar 

conjunta•ente en sitios daNados con di•etil sulfato y luz 

ultravioleta, pero la pol ~ parece actuar solo en sitios daNados 

con neocarzinostatina o bleo•icina (Wileon, 1988). 

DNA polimerasa gama 

La DHA polimeraea y se encuentra en la mitocondria en donde 

replica el genoaa organelar (Hübscher et al., 1979). Esta enzi•a 

ha sido taabién encontrada en la fracción nuclear, pero su 

función ahi es desconocida, ya que el papel propuesto para esta 

enziaa ~n la· replicación de adcnovirus basada en loe efectos de 

inhibición ei•ilares en ambas enzimas, ha sido descartado por el 

reciente conoci•iento de una DNA poli•erasa codificada por el 

•isao virus (Litvak and Castroviejo, 1987). 

Al igual que la DNA poli•erasa a, la pol y auestra una 

naturaleza auy heterogénea en el moaento·de su purificación, su 

peso •olecular va desde 110,000·hasta 300,000 en el caso de la 
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enzima humana. Debido a que la enzima es •UY propensa a formar 

agregados bajo condiciones de baja fuérza i6nica, es dificil 

darlu sentido a las diferentes for•as que han sido aisladas 

(Weissbach, 1977). 

Reciente~ente se ha propuesto que la poliaerasa y de Drosophi!a 

es un hetcrodí•ero que consiste de una subunidad catalitica de 

125,000 daltones y otra subunidad de 35,000 daltones de función 

desconocida (Wernette et al., 1988). 

La DNA pol y puede copiar, adeaás de aoldes de DNA naturales y 

sintéticos, una variedad de ribohoaopolí11eros coao poli (A), 

poli (C), etc. (Knopf, et al., 1975). Tanto este tipo de 

enziaas, coao las tranacriptasas reversas de loa virus, auestran 

la ais•a eficiencia para el uso de ribohoaopolíaeroe como molde; 

sin e11bargo, las poliaeraeae y no han sido capaces decopiar 

aoldes naturales de RNA, adeaAs de que estudios inaunológicos 

han aostrado que el antisuero contra la transcriptasa reversa 

no inhibe a la poliaerasa y de huaano (Weiaabach, 1977). 

Adeeás de laa características anteriores, es posible 

distinguirla de a y ~. porque la pol y ea eatiaulada tanto por 

cationes •onovalentes coao por fosfato en presencia de KCl, cosa 

que no ocurre con pol a y pol ~- La pol y es inhibida por 

agentes bloqueadores de grui>os sulfhidrilo y ddTTP, pero es 

insensible a afidicolina. 

En el cuadro II se auestra un resuaen de las propiedades más 

iaportantee de éstas cuatro poliaeraeae. 
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CUADRO U.Propiedades de las ONA pohmerasas de ari1males. Tomado de L1t-.ah, 1987 
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DNA POLIHERASAS DE PLANTAS SUPERIORES 

Aún cuando las DNA poli•erasas han sido estudiadas en mUltliplea 

organismos eucariontes, el conoci•iento aAs a•plio de estas 

enzi•as proviene de células ani•ales. Las DNA polimerasas 

aisladas tanto de eucariontea inferiores co•o de plantas no 

presentan el •is•o co•porta•iento que las de su contraparte 

animal. 

DNA polimerasa alfa 

Todas las poli•erasas tipo a descritas para siste11as vegetales 

presentan alto peso •olecular (desde 100 haeta 230 kd) y son 

fuerte•ente inhibidas por agentes bloqueadores de grupos 

sulfhidrilo (NEH) ( Allileni et al., 1979; Fukaeaua et al., 1980; 

Chiver and Bryant, 1983). 

En los caeos de trigo, espinaca, arroz 

afidicolina, un inhibidor específico de DNA 

y coliflor, la 

polimerasas a de 

ani•ales, ha •estrado inhibir a la DNA polimerasa de alto peso 

molecular (Sala et al., 1980/1981). 

La DNA poli•erasas a de ani•ales no reconocen un •olde de poli 

rA-oligo dT y resultados si•ilares se han encontrado en el caso 

de las enzi•ae estudiadas en células vegetales. Sin embargo, en 

el caso de las DNA pol e y CII reportadas para trigo, pueden 

usar •uy eficientemente éste si la te•peratura de incubación 

decrece o se aumenta la estabilidad del •olde (Litvak and 

CastrovieJo, 1987). Ea por ello que •uchoe pará•etros deben de 

ser estudiados antes de concluir si un •olde es o no usado por 

una poli•erasa. 
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Mediante metodos autorradiográficos, se ha observado que una ONA 

polimerasa sensible a afidicolina se encuentra exclusivamente 

en el núcleo de células de arroz; iguales resultados se han 

obtenido en células de soya creciendo en cultivo (Sala, 1981; 

Litvnk and Castroviejo, 1987). 

Para trigo y arroz se ha reportado la presencia de actividad de 

exonuclcasa aaociada a la DNA polimerasa: sin e•bargo 1 el hecho 

de que no sean enzimas purificadas a homogeneidad, hace posible 

que esta actividad pueda deberse exclusivamente 

contaminacic.:>n. 

DHA polimersas bela 

a una 

Una de las características importantes de las poli•erasas ~ en 

animales es que son proteínas de bajo peso •olecular. Este tipo 

de enzimas han sido encontradas en tabaco, trigo, chícharo y 

re•olacha (Litvak and Castroviejo, 1987). En el caso de 

coliflor, una polimerasa de 70 kd ha sido reportada (Fukasawa, 

1980). No obstante, si un parámetro !•portante es el ta•a~o, es 

necesario con~iderar la actividad proteolitica que existe en loa 

extractos de plantas. En el caso de trigo, se ha purificado una 

polimcrnsa de 50 Kd casi a homogeneidad y tanto el efecto de 

inhibidores como su especificidad de molde muestra claras 

diferencias compar.indola con las dos DMA poli•erasas tipo a 

obtenidas de esa •is•a planta. Sin e•bargo, loa anticuerpos 

obtenidos contra ésta enzima de bajo peso aolecular prL~entan 

reacción cruzada con una de las dos tipo o (Castroviejo et al .• 

1979). 

Enzimas de bajo peso molecular en remolacha y chícharo sólo se 

inhiben a altas concentraciones de NEM, la poli•erasa tipo n de 

chicharo se encuentra fuertemente unida a cromatina. No 
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obstante, se desconoce el papel funcional de ambas (Litvak y 

Castroviejo, 1979). 

No se ha demostrado el papel de las DNA polimerasas tjpo r. en 

la rcparaci.·..:in del DNA en plantas Sin embargo, algunos 

resultado!:-': han mostrado que la sintesis reparativa de DNA 

inducida por luz UV en protoplastos de tabaco es reGistenle a 

afidicolina (Sala .-< a1 . , 1982). 

DHA pnl l 1Tlf.•r.1sa ll"111la 

La DNA poJ ic:ierasri •' de ..,.11 imaleo se locilliza tanto en el núcl co 

co'Go an la mi toconória. Una cn:dma similar de 100 kd. fue 

caracterizad.-t en trigo. Esta enzima llamada DNA poJJmerana A 

(C.:u;;tl-ovjeJo, 19"/9} se .1se11cja a la pol ,• de nnimaleG en su 

.:~ficicncia para HJ.ritetizar ~~obre moldes de poli rA-olieo dT; por 

su f.!G ti mul <lCiún por KCl, por el fuerte efecto inhibitorio de 

ddTTP y bro::1llf'O de etidjn ':{ por su rT•nintcnciil il afi.di•.:olina. 

Sln ctab;n·eo 1 •'.-Sta enzima no se localiza en la mi tocondria y es 

cap;iz ú~ reconocer; a un nivel bajo, moldes naturales de RNA y 

pareciera tener una actividad de ONA primasa asociada (I..itvak 

élnd Castruvi.ejo, 1'J87). 

La prole1 na aislada de cloroplasto de 

cnracter1sticas muy parecidas a las de las 

nnima 1 cs (Sala et al., 1900). 

OUA polimera<i.;:i'S de cloroplash ..... Y núlocondria 

espinaca muestra 

pol imeraRas r· de 

Recit.:ntcmente, se han 

polimerasils provenientes 

aislado y cnracterizado las DNA 

plantas de cloroplastos de dos 

difQrcntes. En el caso de la enzima proveniente de espinacas, se 
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ha clasificado como una pol tipo r. dada su alta eficiencia con 

aoldes de poli rA-oligo d"f, peso molecular relativo de 105 Kd, 

inhibicivn por NEH y resistencia a afidicolina (Sala 9-t ol., 

1980). 

De manera contraria, la DNA polimerasa pro~eniente de 

cloroplasto do chichnro no reconoce como molde poli rA-·dT, pero 

es inhibida por NEM, bromuro de etidío y es resistente a 

afidicolina (He Kown and Tewari, 1984). 

Renl.llente no os claro Bi esta diferencia en ln util.izaci~indel 

molde se debe ñ propi1:.<lades intrinsccas de las rmziuia!j o a una 

protE""lisis par-cl¡il cH los i-H1t'.ios <Ju puriflc:1ci:n que .le hoga 

pt;:r<!·~r osa t:.ill);1r; i dad <le reconocimj en to. 

Por otra pa.rl•.!,t.L: ha f~ncont1·..1do una DNA polimerasa con un pt::i:>o 

gi,o1Pcular aparen1e de lUO l<d en mitocondrias purificadas de 

trico. EoL.:i cmzi:aa. a d.ift:-!r<:::nr-ia de lil cn1;onlrnda en animu.lr.r;, 

no p1.h.::<1ü i4l.fltetiz.«tr sobre un molde de poli rA-oligo dT en 

pn:::eencia de catione::; diva lentes. Debido a éLitO no pur.:dc 

clnH i íicdr1.::e com() una t t pi1:a DNA pol tipo r a pesar de 

localizarr;r.: en la citocondria (L.itvak and Castrovle.k>, 1907). 

Lo!..:t papel e~; r iñioh'"gicos de las DNA pol encontradas tünto en 

cloropLu,; Lo c.c~o en rni toe;o11dria no han sic.lo elucidildos. No 

obst ll ltc~, es posible suponer qu<'? existe alguna relaci1~:in entre la 

funcil:n de ,._.·stas P-nzimas y ln replicación. y repr1rncic1n de los 

genomas or¡;ancl ares. 



•Anl.-)codentes inmE"'dialos del trabajo 

Et! la gran mayoria de las semillas de gramíneas. la 

del DNA es un evento tardío en la ger•inación. No 

ha detectado un bajo nivel de sintesis de DNA 
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replicación 

obstante, se 

en periodos 

prereplicativos tanto en embriones de centeno (Oaborne et al 

1980), como en """briones de aaiz (Vázquez -Raaos y López, 198&). 

Se ha considerado que dicha sintesis temprana pudiera ser de 

tipo reparativo de acuerdo a las evidencias obtenidas en 

embriones de centeno y •aiz tanto noraales co•o ,.~-irradiados 

(Vázq11ez-Ramos and Osborne, 198&; Zarain et al., 1987). 

Melendcz en 1987 encontró que en ejes eabrionarios de aaiz no 

imbibidos el DNA se encuentra fragmentado y conforae los ejes se 

embeben , este DNA cambia de bajo a alto peso aolecular, 

indicando de alguna forma la reconstitución de la integridad del 

material genético. 

Adicionnlmente en ee.tudios rea.lizados en núcleos aislados a 

partir de ejes embrionarios de maiz se encontró que la sintesis 

de DNA es inhibida diferencial•ente por diversos compuestos 

cuando estos son adicionados ya sea en etapas 

imbibición (0-3 h) o bien en etapas tardías (15 h) 

Ramos y López, 1986). 

temprana a 

(Vázquez 

de 

En plantas superiores se desconoce que tipo particular de DNA 

poli•erasa está asociada a los procesos de reparación y 

replicación del DNA. 

En el caso particular del maiz, la actividad de DNA poliaerasa 

que se encuentra a 3 h y 24 h de iabibición ha sido purificada 

parcial•ente y caracterizada (Vázquez and Vázquez Ramoa. 
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1987). Los resultados mostraron que no existian diferencias 

considerables entre las enzimas presentes a estos tiempos de 

imbibici·~n y que en general, debido a ·sus respuestas a ciertos 

inhibidores, pH ópti•o, efecto de fuerza i·~nica, etc. , se asemeja 

a las DNA poliaerasa ~de animales. 

Con base en estos resultados, el objetivo del presente trabajo 

es ~stablecer los siguientes pasos de purificación para la UNA 

polimerasa a partir de la metodologia reportada unteriormente, 

-que consist!a en precipitacicn con sn.l, co!uinna de intercambio 

aniónico y columna de excltudón molecular-, (Vázquez, 1986), 

utilizando co•o fuente para lu extracción de la <~nzima, hojas de 

maíz. 
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MATERIAL Y METODOS 

l.- Mater!al Biológico 

Las se•illas de •aiz , variedad chalquello, utilizado en éste 

trabajo fueron obtenidas de PRONASE (Productora Nacional de 

Semillas) de la SARH. 

2.- Soluciones Amortiguadoras y reactivos 

2.1 Solución Amortiguadora para ho•ogenar eJee embrionarioe 

Tris-HCl pH 7.6 so •M 
Cloruro de potaeio 25 llM 

2-•ercaptoetanol 1 11M 
Saca roa a 0.25 M 

EO'loruro de fenil•etileulfonilo (PMSF) 0.3 •M 
Cloruro de Magnesio 1 •H 

2.2 Solución Amortiguadora para ho•ocenar plantulaa de maíz 

Tris-HCl pH 7.6 50 llM 

Cloruro de Potaeio 25 •H 
2-Hercaptoetanol 1 llM 

PMSF 0.3 llM 

Cloruro de Magnesio llM 

Tritón X-100 0.5 " 



26 

2~3 Soluciones A•ortiguadoras utilizadas en la purificacion de 

la DNA Poliserasa 

Los amortiguadores e•pleados en el procedimiento de purificación 

tienen los aia•os co•puestos, lo unico que se modifica es la 

concentracion de fostato de potasio: 

Fosfato de potasio 

EDTA (Herck) 

Glicerol 

2-Hercaptoetanol 

P11SF 

2. 3. 1 Soluci<~n Amortiguadora A: 

~oafato de potnsio 

2.3.2 Solución Aaortiguadora B: 

Fosfato de potasio 

2.3.3 Solución Aaortiguadora C: 

FosCato de potasio 

pH 7.5 

2. 4 Solución A11otiguadora para activación de DNA 

Tris-HCl pH 7.5 

Cloruro de Magnesio 

Albumina de suero de bovino 

(ASB, Sig•a Che•. Co.) 

DNA de tiao de ternera 

(Sigaa Chea. Co.) 

l tAM 

10 " 
mM 

O.'.l mH 

10 mH 

60 mM 

5 llM 

5 µH 

0.5 mg/ml 

0.25 mg/ml 



2.5 Mezcla de reacci~n parn el ensayo de DNA polimerasa 

Tris-HCl PH 7.6 

KCl 

MgC1
2 

dATP (Sigma Chem. Co.) 

dCTP (Siema Chem. Co.) 

dG'f P (Sigma Chem. Co.) 

Glicerol 

2-·Hercaptoetanol 

DNA Activado 

ATP (Sigma Che•. Co.) 

(metil- 3 H) TTP (57 a/•1101. Amfl.rsham) 

2.6 Líquido de Centelleo 

2,2'-p-fenilbis (5- fenoxazol) 

(POPOP, Herck) 

2,5 -difenox<r-101 (PPO, Merck) 

ToJueno 

25 

16 

6 

0.1 

0.1 

0.1 

4 

0.4 

5 

mH 

l1IM 

•H 
mH 

mH 

"" x; 

•H 

µH 

mM 

µCi/al 

0.1 gr 

5.0 gr 

1.0 ll 
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2. 7 Reactivo~ usados para la cuantj ficncir!.n de protf..!l nas totales 

por el metodo modiíicndo de Lowry (Pctür·son,1977). 

2.7.1 Solucion stock CTC 

Carbonato de Sodi•> (Na
2

CO,J 

Sulfato de Cobre pentahidratado 

(Cuso.sH
2
0) 

Tartrato de sodio y potasio 

!Oll 

O. IX 

0.2" 

Esta u:olución es estable por 2 meses a temperatura ambiente. 
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2.7.2 Reactivo A 

Se aezclan partea iguales de una solución de hidróxido de sodio 

O.BN, SOS 10~. acua destilada y solución stock CTC. 

Hsta solución es estable por dos se•anas a temperatura ambiente. 

2.7.3. Reactivo B 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 

f.8ua destilada 

2.7.4. Desoxicolato de sodio (IXlC) 

2.7.5. TCA 

1.0 Vol 

5.0 Vol 

0.15~ 

72~ 

2.7.6. Solucion proteica para la construcción de la curva patrón 

Albuaina de suero de bovino •g/ml 

2.B. Ac. Dietilditiocarbáaico s~ 

2.9. Proteinasa K (Sig91a Chea. Co.) 1 •g/•l 

3.0. Preparación de bolsas de diAlisis 

Las bolsas de.diAlisis se hierven dos veces con NaHC0
3 

durante 

10 •inutos y dos veces con BOTA 5 llM por 10 •inutos. Se guardan 

en refrigeración con EDTA S•H y etanol al 10~. 

En el •o•ento de usarse las bolsas se enjuagan con agua 

desioni?ada. 

3.1. Preparación de prota•ina 

Se prepara una solución al 10~ disolviendo 10 g de prota•ina en 

10•1 de agua, se le adiciona suficiente HCl 6N hasta obtener un 

pH.de 7.B, se afora a 100•1 con agua desionizada. 
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4.0. Preparación de resinas 

4.1. Dietilasinoetil-Celulosa (DEAE-Celulosa,Sig-.a) 

Se coloca 5g de OEAE-Celulosa en 75•1 de HC10.5N agitando 

suave•ente durante 45 •inutos a intervalos de 15 •inutos a 

te•peratura a•biente. La resina se colecta por filtración al 

vacio lavándola con agua destilada hasta llegar a pH 7.0. 

La resina se resuspende en 80•1 de KCl 0.05N y se lleva a pH 

7.2 con HCl 0.05N. Se a&ita suave•ente durante una hora, a 

intervalos de 15 •inutos a temperatura a•biente. Se retitula a 

pH 7.2 y se agita cada 30 •inutos por dos horas Se retitula 

una vez •ás a pH 7.2 y se decanta eli•inando los finos y •atería 

particulada. 

La resina se resuspende en solución aaortiguadora A. 

4.2. Fosfocelulosa (Whataan, P-11) 

Se coloca lg de fosfocelulosa en 35 al de HCl 0.2N 1:1 en etanol 

al 95~ durante 30 ainutos agitando suavemente a temperatura 

sabiente. Se deja reposar y el sobrenadante se decantaeli•inando 

los finos y aateria particulada. La remina se colecta por 

filtración al vacio lavándola 3 veces con 175 al de agua 

destilada. 

Se lleva a pH 7.0 con NaOH lN y se resuspende en 35al de NaOH 

O.lN agitando 30 ainutos a teaperatura sabiente. Se deja reposar 

y se decanta el sobrenadante eliminando loe finos y aateria 

particulada. La resina se colecta por filtración al vacío. 
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Se resuspende en 35 •l de EDTA l•H agitando 30 minutos a 

teaperatura a•biente. Se deja reposar y se decanta eliminando 

los finos y la •ateria particulada. La resina se colecta por 

filtración al vac!o y se lava 3 veces con 175 ml de agua 

destilada. Se lleva a pH 7.0 con HCl lN. 

La resina se reeuspende en la solución a•ortiguadora B. 

4.3. Sefadex G-150 (Sig11a Chellical, Co.J 

El gel se pone a hinchar en agua desionizsda a 4°c durante 48 

horas. Se decantan los finos, se •onta la colu•ne y se equilibra 

con la solución a•ortiguadora 8 (2.2.2) 

ME TODOS 

1.0. Obtención del extracto celular 

1.1. Extracto de hojas 

Las set1illas de •a!z fueron desinfectadas con hipoclorito de 

sodio o.ot• y ger•inadas sobre un sost4n de agrolita. Pasados 10 

días de ger•inación, las hojas fueron reaovidas y trituradas con 

hielo seco. se resu•pendieron en 2.5 volú•enes de acuerdo al 

peso y re ho•ogenaron en un Polytron por 25 segundos a •áxi•a 

velocidad. Toda• las •anipulacionee se llevaron a cabo a 4°C. 

Hl extracto se centrifugó a 7,000 x g durante 15 sinutos. La 

pastilla obtenida de ésta pri11era centrifugación fue 

reeuependida en 1.s volú•enee de buffer (2.la) y se hoaogenó con 

ayuda de un polytron e aáxisa velocidad durante 25 segundos. Se 

centrifugó a 7,000 x g por 15 minutos; el sobrenadante obtenido 

de ésta segunda centrifugación se aezcló con el anterior y se 
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centrifug6 por última vez a 7,000 x g durante 15 minutos. 

El sobrenadante total obtenido se centrifug6 a 100,000 x g 

durante 2 horas a 4°C. La pastilla se desechó y el sobrenadante 

fue utilizado como fuente enzi•ática. 

1.2. Extracto de ejes e•brionarios 

Ejes embrionarios obtenidos •anualmente de las semillas 

(aproximada•ente 3 g), fueron resuependidos en 2.5 volúmenes 

(relación del peso fresco de los ejes a volúaen de solución 

a•ortiguadora) de solución a•ortiguadora (2.1). 

Se hoaogenó con la ayuda de un Polytron, durante 25 segundos a 

•áxi•a velocidad siguiendo un protocolo idéntico al reportado en 

1.1.El sobrenadante así obtenido se utilizó co•o fuente 

enzi•ática pa~~ los pasos posteriores de purificación (FRACCION 

II. 

2.- Preparación del DNA Activado (según Aposhian y Kornberg, 

19&2) 

Se hacen reaccionar 0.25•g de DNA de ti•o de ternera (Sigma) 

disuelto previa..,nte en 1•1 de solución a•ortiguadora de 

activación (2.31 con 5x10-6
11g de DNA•~ I (Sigaa). Se incuba 15 

ainutos a 37°C y se calienta 5 •inutos a 77°c; finalaente se 

pasa a un ba~o de hielo. 

3.- Deter•inación de la actividad de DNA.poliaerasa 

3.1. La actividad de DNA poli•erasa fue ensayada en un volú•en 

final de 100 µl, que conten!a la aezcla de reacción (2.4) y de 
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20-40µ1 del extracto proteico ó de las fracciones de la columna. 

Las auestras se incuban a 37°C durante 30 ainutos. La reacción 

se detiene agregando 100 µl de·una solución de DNA de esperma de 

arenque (2mg/ al,Sigaa Chea. Co ) y 2•1 de TCA frío al 10~ . Se 

colocan en hielo durante 30 ainutos. 

La radioctividad en foraa de TCA insoluble ee colectó filtrando 

a través de filtros de fibra de vidrio Whataan GF/C. Los filtros 

se lavaron priaero con Sal de TCA frío al SS y luego con Sal de 

etanol. Se secaron perfectaaente y se transfirieron a frascos 

que contenían liquido de centelleo. La cantidad de radiactividad 

(c¡>9) se determinó en un contador de centelleo PACKARD TRI CARB. 

Una unidad enziaAtica fue definida co•o un paol de 

desoxitiaidina incorporada a 37°C durante 30 ainutoa. 

3.2. Efecto de Inhibidores 

Laa fracciones se ensayaron como se describió anterioraente, 

adicionando las siguientes sustancias para observar su efecto. 

3.2.1 N-etilaaleiaida (NIDI), concentración final 10 •H disuelta 

en diaetil sulfóxido (llflSO). 

3.2.2 Afidicolina (AFi) concentración final SO µg/sl disuelta en 

DHSO. 

3.2.3 Didesoxitiaidina trifoefato (ddTTP) a una concentración 

final de 3.12 x 10-• H., disuelta en agua. 

Para el c~so de NIM y Afidicolina ee incluyen controles con el 

disolvente utilizado (DHSO) a una concentración final del SS. 
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4.0. Determinación de la concentración de proteina 

4.1. Método •odificado del Lowry (Peterson, 1977) 

Las •uestras proble•a (de 10 a 20µ1) se llevan a un volumen 

final de 1•1 con agua destilada. 

A cada una de las auestras se les agrega 0.1•1 de IXlC (2.6.4) 

aezclando y dejando reposar 10 minutos a temperatura a•biente. 

Pasado éste tieapo se le agrega 0.1 al de TCA fria al 72~ y se 

colocan en hielo durante 15 ainutos. 

Las auestras se centrifugan 15 ainutos a 3,000 rpa, el 

sobrenadante se desecha y la pastilla se reauspende en 1 al de 

agua destilada y lal de reactivo A (2.6.2), se aezcla y se deja 

rep0sar 10 ainutos a temperatura sabiente. Pa•ado ese tiempo se 

le adiciona O.Sal del reactivo B (2.6.3) se agita y se deja 

reposar durante 30 ainutos a teaperatura aabiente. Se lee la 

absorbancia a 750na. 

A partir da la solución stock de albuaina de suero de bovino 

(2.6.6) se preparan soluciones de diferentes concentraciones de 

albuaina desde o hasta 200µg/al, en un volúaen final de lal. y 

se sigue el ais•o procediaiento descrito anterioraente. 

4.2. Método Espectrofotoa&trico 

Se deterainó la absorbancia de una solución diluida de proteína 

tanto a 280 na co•o a 260 na y se aplicó la siguiente foraula. 

Concentración de Proteína 

(ag/al) = 1.45 A
290 

- 0.74 A,
60 
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RESULTADOS 

"Aislaaiento de la actividad de DNA poliaerasa de hojas de 

Los trabajos 

enCocadoa a 

•aiz" 

reportados anterioraente en 

la purificación de alguna 

el laboratorio, 

actividad de DNA 

poliaeraaa, han partido de estudios realizados en ejes 

e11brionarioa de seaillas de aaiz. Sin eabargo, la cantidad de 

ejes que se requiere para lograr varios pasos de purificación 

es grande y esto hace al trabajo lento y laborioso. 

Con base en los fundaaentos anteriores y dado que el objetivo 

final del trabajo es purificar la DNA poliaerasa que esté 

presente en aayor proporción, se decidió usar coao fuente para 

la extr~cción de la enziaa a las hojas de plántulas de aaíz, 

esperando no encontrar dif erenciaa entre 

eabrionarios, ya que es un tejido que está 

necesita de la acción de la DNA poliaeraea. 

éstas y ejes 

en creci•iento y 

El extracto de plántulas de aa!z obtenido coao se indica en 

Material y Métodos (1.1! fue ensayado para detectar actividad de 

DHA poliaerasa. Los resultados en todos loe caeos fueron 

negativos, ya que nunca se observó algún tipo de actividad, 

tanto en extracto de hojas coao en aerieteaos apicales y 

radicales. Estos resultados contrastan en gran aedida con los 

encontrados anterioraente, ya que no se había reportado ningún 

proble11a para detectar actividad de DMA poliaerasa ni aún en 

ejes eabrionarioa de seaillas no gerainadas, equivalente a 

un tejido que no se encuentra en proliferación. 

Aún aaa, cuando el extracto proveniente de hojas era adicionado 

a extracto de ejes eabrionarioa de seaillas no gerainadae 
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(Cuadro III) en cantidades equivalentes de proteína, éste ulti•o 

se veía inhibido un 93X. Estos resultados sugerían la presencia 

de un inhibidor en el extracto de hoja o bien, una acción 

elevadá de nucleasas y/o proteasas que hicieran i•posible 

detectar la actividad de la DNA poliaeraaa en el ensayo. 

Con el fin de conocer la naturaleza de la inhibición, se 

realizaron los siguientes experiaentos: 

Al extracto de hojas de aaiz se le adicionó ac. 

acetilditiocarbáaico (5 llH) antes de la centrifugación a 

100,000x g, obteniéndose una fracción soluble clara libre de 

renales. 

Los renales son coapuestos que pueden inhibir la acción de 

auchas enziaas y ae sabe que en plantas coao espinaca (Hisuai 

and Weissbach, 1982) cuyo contenido de renales es auy bajo, no 

ha habido dificultad para la purificación de la DNA poliaerasa. 

La fracción soluble libre de estos coapuetttos fue ensayada y los 

resultados no aostraron actividad de DNA poliaerasa. 

Para descartar la posibilidad de que el inhibidor fuera de 

naturaleza orgánica, el extracto proveniente de hojas fue 

tratado con éter. La porción no etérea se aezcló con el extracto 

proveniente de ejes eabrionarios acresando cantidades 

equivalentes de proteína. Los resultados encontrados (Cuadro IV) 

indican que existe una inhibición de un so• del extracto de ejes 

eabrionarios, lo que descarta la poaibilidad de que la pérdida 

de actividad se deba a un coapuesto de origen orgánico. 

Kxperiaentoa realizados en el laboratorio en foraa paralela, han 

deaostrado que existe una gran actividad de nucleasas en el 

extracto de hojas. No obstaQte, el trataaiento de éste ultiao 

con proteass no es suficiente para iapedir la inhibición del 
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CPM % DE INHIBICION 

E;tracto de e1es 

embrionarios 
5030 

\ 

1 

1 
E11racto de ho1a 400 

1 1 

1 E <tracto de e1es 
1 350 93 
1 emcr1onm1os + extracto 

: d~ ho1a 
'----

CUADRO lll.lnh1b1c1ón de la act:v1dad de DNA Pohmerasa en una mezcla de ext. de 

e¡~?s errbrrona~·::3 y ext. de hojas 

1 CPM % DE INHIBICION 

!Extracto de ejes 

embrionarios 2537 

Extracto de ho1a 
180 

tratada con éter 

Ext. de e1es embrionarios 

+ Ext. de hojas tratadas 518 80 

con éter 

CUADRO IV. 1nh1b1ción de la actividad de DNA Polimerasa en una mezcla de ext. 

de e1es embrionarios y ext. .de ho1as tratadas con éter 



37 

extracto de eJe•• eabrionarios al ensayarse con cantidades 

equivalentes de proteína (Cuadro V). 

Lo anterior deauestra, que si bien las nucleasas pueden ser una 

causa iaportante que lapida detectar actividad en el ensayo, no 

ea posible descartar la presencia de un inhibidor fisiolócico en 

la planta, cuya naturaleza no fue fácil de conocer. 

Todos los resultados anteriores dan lugar a una serie de 

precuntas que tienen que ver con el aecanis•o de regulación de 

la DNA poliaerasa en aaíz. Sería notable destacar la i•portancia 

que tendría la presencia de un inhibidor natural en ese estadio 

de desarrollo, así co•o las diferencias en los aecaniaaoa de 

regulación entre plantas de distintas especies. 

Sin eabargo, dado que el objetivo principal de éste trabajo ea 

la purificación de la DNA poli..,..asa presente en •ayor 

proporción, se procedió a usar el aétodo previa11ente reportado 

para el aislaaiento de la DNA poliaeraaa en aaíz (Vázquez, 

1986), utilizando ejes eabrionarioa de aeaillas no ger•inadas. 

"Purificación de la DHA poli11eraaa de ajea e•brionarios de 

seaillaa no i•bibidaa" 

Todos loa pasos de fracciona•iento y cro•atoarafia se realizaron 

a 4°C y en presencia de PMSF (0.3 .. ) para evitar la pérdida de 

la actividad enziaática. 

1.- Fracciona•iento 

A la fracción I, obtenida coao se indica en •étodoa (1.2), se le 
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1 % INHIBICION 1 

DEAE -Celulosa ddTTP NEIVI Af1d1co1ir.:l 

lll lavado o 19 1ó 

(11) 100mM 81 56 o 

Fos!ocelulosa ddTTP NEM Afid1colina 
-

(lxl la•1ado 37 o o 

111*1200 mM 38 52 o 

CUADRO VIII. Efecto de los inh1bidores en la act1dvidad de DNA pohmerasa 

obtenida en los d1ferontes pasos cromatog1áf1cos. 
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adiciona lentamente 10 µl/al de una solución de protaaina al 10~ 

(Materiales 3.0) La suspensión resultante se agita durante 30 

minutos y la pastilla se colecta centrifugando a 15,000x g por 

10 minutos. 

El sobrenadante obtenido del paso anterior se precipita con 45~ 

de sulfato de anonio ( 0.277gr/all adicionándolo lentaaente y 

evitando un cambio en el pH. La 

minutos y la pastilla se colecta 

durante 10 •inutos. 

solución se 

centrifugando 

agita por 

a 15,000X 

30 

g 

Kl sobrenadante se eli•ina y la pastilla se resuspende en 2•1 

de la solución a•ortiguadora con la que se va a equilibrar la 

colu•na a utilizar. 

Se dializa toda la noche contra un litro de la •is•a solución 

a•ortiguadora (Fracción II). 

2.0 Cro•atograf!a 

Trabajos realizados anteriormente en el laboratorio nos han 

per•itido conocer la secuencia en las colu•nas de cro•atografia 

que per•iten un grado satisfactorio de purificación y que 

conservan la actividad de la DHA poli•erasa. Se ha visto que con 

la utilización de fo•f oceluloaa co•o primera colu•na de 

cro•atograf!a no se detecta ninguna actividad de DNA polimerasa. 

La secuencia de Dl!AK-Celuloaa y Sephadex G-150 per•itió una 

buena purificación parcial (Vázquez and Vázquez-Raaos, 1988). Ke 

por ello, que en el presente trabajo se utilizaron dichas 

colu•nas4 
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2.1 DEAE-Celulosa 

La fracción II se coloca sobre una columna de DEAE-Celulosa 

(1 x 14c•),previaaente equilibrada con solución a•ortigundora A. 

La colu•na se lava con tres volú•enes de caaa de la misma 

solución a•ortiguadora. Las proteinas retenidas se eluyen con 8 

volúaenes de colu•na de un gradiente lineal de 10-400 mH de 

foafatoe, utilizando las solucionee a•ortiguadoras A y C 

respectivamente. A las fracciones obtenida& se lee deteraina la 

cantidad de proteina y la actividad de DNA polimerasa. 

La Fig. l •uestra el perfil de elución de la DNA polimerasa 

después de su croaatografia sobre una coluana de DEAE-Celulosa. 

El pico de aaxiaa actividad se encuentra a una concentración de 

fosfatos de 120 llH. Las fracciones que •ostraron actividad se 

Juntaron y concentraron aproxiaadaaente 25 veces, utilizando 

para ello polietil~nglicol (PEO 20,000) en frío (Fracción III). 

2.2 Sefadex G-150 

La fracción III se coloca sobre una coluana de Sephadex G-150 

(0.7 x 20ca), equilibrada previa•ente con solución aaortiguadora 

B. La colu•na oe lava con 1.5 volúaenee de coluana, colectando 

fracciones de 1 al. 

En la Fig. 2 se aueatra el perfil de elución de la DNA 

poliaeraea a través de una colu•na de Sefadex. El pico de aáxi•a 

actividad abarca de la fracción 3 a la 6. 

Utilizando el •is•o procedi•iento para ejes embrionarios no 

i•bibidos, heaos encontrado diferencias en los patrones 

cro•atográficos, principalaente en DEAE-Celulosa. La enzima 

presente a 3 h y 24 h de iabibición se_eluye a una concentración 
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Fig. 1 Perfil de elución de la DNA pohmerasa sobre una columna de DEAE-Celulo­
sa. La fracción 11 se aplicó a una columna de DEAE-Celulosa (1x14 cm), pre-­
v1amen1e equilibrada con solución amor1iguadora A (10 mM de fosfa1os), se lavó 
con 3 volúmenes de la misma solución amortiguadora. Las proteínas retenidas se 

eluyeron con 8 volúmenes de columna de una gradiente lineal de 10-400 mM de 
fosfatos. Se colectaron fracciones de 1ml, con un flujo aproximado de 15 mllh. 
Proteína (o--): Actividad ( .. ---•):Fosfa1o de Potasio(---). 
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Fig. 2 Perfil de eluc1ón en Sefadex G-150 de la act1v1dad de la DNA poh­

merasa. La fracción 111 (1 mil se aplicó a una columna de Sefadex G-150, 

previamente equ1l1brada con solución amortiguador~ B (60 mM de fosfato 

de potasio). Las proteínas se eluyeron con 1.2 volurnenes de columna de la 

IT'isma solución amortiguadora, colectando fracciones de 1 mi con un flu¡o 

aproximado de 3 mllhr.Proteína (o--0J;activ1dad de ONA pol1merasa (lf--*1. 
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de fosfatos de 240 ± 20 aH. En ejes eabrionarios no iabibidos, 

la proteína eluye a una concentración de 100± 30 llM.El patrón 

obtenido en Sefadex G-150 es taabién diferente observándose un 

desplazaaiento hacia pesos aoleculares aenorea. 

Con el fin de resolver éstas diferencias, se aodificó el segundo 

paso de purificación del procediaiento I. Dicho caabio consistía 

en usar una coluana de intercaabio catiónico (Fosfocelulosa) en 

lugar de una coluana de exclusión aolecular (Sefadex G-150). 

2.3 DEAE-Celulosa 

La fracción II se coloca sobre una colll91la de DKAK-Celulosa 

(1 x 14ca) coao se indicó previaaente (2.1). 

Para ejes eabrionarioa de 3h y 24h da iabibición se ha reportado 

que no existe actividad de DHA poliaerasa en la• fracciones de 

lavado, aotivo por el cual no se ensayaron dichas fracciones en 

el procediaiento anterior (Il. No obetante, dado que el 

coaportaaiento croaatográfico de la DHA poliaerasa que ee 

encuentra en ejes eabrionarios no iabibidoa difiere notableaente 

del reportado anterioraente , en éste paso de purificación se 

eneeyaron todas las fracciones, tanto del lavado coao del 

gradiente. 

La Fig. 3 aueetra el perfil de elución de la DHA poliaerasa a 

través de la coluana de DEAE-Celulosa. La actividad da la DHA 

poliaerasa aoetró dos picos, uno de aayor actividad eapecífica 

en la fracción del lavado y otro de aenor actividad específica 

que eluye entre 70-80 aM de fosfatos. 

Las fracciones del pico II ,- con una aayor actividad total y 

una aayor cantidad de proteína (Cuadro VII)-,ee Juntaron y 
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concentraron aproxi•ada•ente 20 veces con polietilenglicol CPEG 

20,000). Fracción III'. 

En la fig. 3a se observa la actividad de la DNA polimerasa 

expresada en actividad total. El pico II que eluye entre 80-90 

aH de fosfatos es el que se utiliza para el siguiente paso de 

purificación, ya que es el que presenta una •ayor actividad 

total y una •ayor cantidad de proteínas. 

2.4 Fosfocelulosa 

La fracción III' se coloca sobre una coluana de fosfocelulosa 

(1 x Se•.) previa•ente equilibrada con solución a•ortiguadora B. 

La colu•na se lava con 3 volúmenes de caaa de la •is•a solución 

a•orticuadora. Las proteinaa retenidas se eluyen con a volú•enes 

de caaa de un gradiente lineal de 60-400 llM de fosfatos. 

El perfil de elución a través de ésta coluana ( Fig. 4 ), •ostró 

dos picos de actividad. Uno de ellos en la fracción de lavado y 

el otro que eluye a una concentración de 200 aH de fosfatos. 

El esque11a co•pleto de purificación se auestra en el Cuadro VI. 

2.5 Inhibidorf!B 

Los picos de actividad obtenidos tanto de DKAE-Celuloea coao de 

foaf oceluloaa fueron sometidos a la acción de distintos 

inhibidorea. La acción de éstas sustancias sobre las diversas 

DHA poliaeraeae de aniaalea han sido plena•ente caracterizadas 

(Ili:egaai, •H a!., 1978; Ohashi, et a1.,1978).Loa resultados se 

•uestran en el Cuadro VIII. 
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10 ml/h. (o--ol Proteína,(•·--•) Actividad Específica, (---)Fosfato de pota­

sio. 
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Fig. Ja. Actividad de la DNA polimerasa a través de una columna de 

DEAE-Celulosa representada en uni/ml. o---o Proteína,-~----+:- Acti­

vidad. ---- Fosfato de Potasio. 
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Fig.4 Perfil de elución de la columna de Fosfocelulosa de fa ac11v1dad de 

ONA Polimerasa de ejes embrionarios no imbib1dos. 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

50 

La fracción llJ (2 mi) se aplicó a una columna de fosfocelulosa (1 x 8 crn} 

previamente equihbrada con soluc1on amortiguadora B (60 mM de fosfatos) 
se lavó con 3 volúmenes de columna de la misma soluc1ón amortiguadora. 

Las proteinas retenidas se eluyeron con 8 volúmenes de columna de un gra­
diente lineal de 60-400 mM de fosfatos, Se colectaron hacciones do 1 mi 

con un llu¡o aproximado de 15 ml/hr. (o--o) Proteína; (-11·--*) Actividad EspP.­

cífica; (---)Fosfato de Potasio. 
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P"oc. I ¡ 

E¡es embrionaHos 

Ohrs. de 1mb1b1c16n (2-3grl 
l 

Homogeniza 

Cent11fugac1ón 5,000 rpm 15' 

Reestracc16n,centr1fugac1ón 

Sobrenadante Ehmonar pasl1lla ~t''"" 
Centnfugac16n 100,000 x g 21lrs 

{FRAC!} 

Eliminar pastilla 
/ Sobrenadante 

Agolar 30' a 4 C 

Cen111fugar 15.000 ' g 10' 

Ehmmar pasltlla 1ec1p1tar con sulfato de amonio 45% I Sobrenadante 

ar 30' Centrifugar 15,000 x g 10' 

Eliminar sobrenadante 1 PaSlllla resuspender buffer loslalos 

DEAE-Celulosa IFRAC.111) 

A Seladex G-150 Fo5focelulosa Proc. 11 

ifíl,\C, 1\.1 

CU.\DRO \'l. Esquema completo de puT1f1cac1ón de la DNA pol1rnerasa. 
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FRACCION PROTEINA ACT. TOTAL ACT. ESP. VE~~ 
(mglml) (unilmll (unilmgl ?uRir.

1 

E.o:!. crudo 31.7 2.09 0.07 

Prce1pitado 

{45% de Sulfato du Amonio) 21.9 -1.29 0.19 2.7 

OEAE-Celulo!.3 

Jlavado 0.35 1.59 ·1.!t b~.J 

llllOOmMJ 9.5 J.:?5, o J.J 4.b 

Fo~focelufo!;a (DEAE pico ro 

I• 1av:ido 0.75 J.84 5.12 73 

11• (200mM) 0.25 1.67 G.7 

~~J ------· 

CUADRO VII. Cuadro completo de purificación de la DMA Pohmerasa obtenida a par-

lir de ejes embrionarios no imb1b1do~. 



so 
Afidicolina, potente inhibidor de la DNA polimerasa a de 

ani•ales auestra porcentajes distintos de inhibición en los dos 

picos de actividad obtenidos en DEAE-Celulosa. El pico de 

actividad en la fracción del lavado (l) se inhibe en un 1&~. 

aientras que el que eluye a 100 IRl1 de fosfatos (II) no presenta 

inhibición. 

Los resultado obtenidos con NEH, agente bloqueador de los grupos 

SH que se encuentran en el sitio activo de las DNA polimerasas 

o, aostraron diferentes porcentajes de inhibición en ambos picos 

de actividad, siendo mayor en el II (Só~l que en el I (19~). 

En lo que respecta a ddTTP, que es un inhibidor característico 

de ONA poliaerasa n en aniaales, éste muestra diferencias 

notables en "la inhibición. El pico Il presenta un 81~ de 

inhibición, aientras que el I no se ve afectado. 

El pico II de DEAE-Celulosa (100 aMl a traves de una columna de 

fosfocclulosa se resuelve en dos picos de actividad, aabos con 

respuestas diferentes cuando se les adiciona un inhibidor 

especifico; esto es, afidicolina no tiene ning~n efecto y NEH en 

un caso no presenta inhibición (Iªl y en el otro inhibe en un 

52~ (IIª). Con ddTTP aabos picos auestran un valor de 

inhibición muy similar (38~). que no corresponde directaaente 

con los resultados encontrados 

DEAE-Celulosa. 

en la fracción II de 
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CPM % DE INHIBICION 

Extracto de e¡es 
3750 

embrionarios 

Extracto de ho¡a tra-
200 

lada con proteasa 

Ext. de e¡es embrionarios .. 
+ E1.t. de ho¡a tratada 720 80 

con proteasa 

CUADRO V . Inhibición de la actividad de DNA Polimerasa en una mezcla de exi­

tracto de e¡es embrionarios y extracto de hojas tratadas con proteasa. 



52 

DISCUSION 

Los intentos de purificar a la DNA poliaerasa de los extractos 

provenientes de hojas resultaron fallidos; en ninguno de los 

casos fue posible detectar la actividad de ésta enzima. Más aun, 

se deaostr6 que este extracto presentaba un caracter 

inhibitorio, ya que al aezclarse con uno de ejes eabrionarioa, 

la actividad de DHA poliaerasa de éste último decaía 

notableaente C cuadro 111 ). 

Algunos trataaientos en el extracto de hojas no evitaban la 

inhibición en el de ejes embrionarios (Cuadros IV y V ). 

No se ha reportado anterioraente ningún probleaa para detectar 

la actividad de DNA poliaerasa en hojas Hckown and Tewari, 

1984; Misuai and Weissbach, 1982). Sin eabargo, en el caso del 

maíz existe un inhibidor que no peraite detectar su actividad y 

que adeaás no se separa fácilaente de la enziaa aediante 

distintos procediaientos. 

Es notable destacar la iaportancia que tienen estos resultados 

en vías de elucidar un aecanisao de regulación de la DNA 

poliaerasa en ese estadio de desarrollo. 

Se ha reportado anterioraente la purificación parcial y 

caracterización de la DNA poli11erasa que se presenta a 3h y 24h 

de i•~ibición en ejes eabrionarios de aaiz (VAzquez and 

Vazquez-Raaos, 1988). Utilizando un esqueaa de purificación que 

consistía en una coluana de intercaabio aniónico (DEAE-Celulosa) 

y otra de excluoión aolecular (Sefadex G-150), los resultados 

obtenidos aostraron que no existían diferencias significativas 

entre las enziaas encontradas a aabos tieapos de iabibición y en 

los dos casos las DNA poliaerasas presentaban una gran densidad 

de cargas negativas, ya que era· necesario utilizar una fuerza 
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iónica de 240 !20 aH de foaf atoa para poder despegarlas de la 

resina. 

El perfil de elución a través de Sefadex G-150 •ostro 

actividad de DNA poli•eraaa se encontraba en las 

fracciones tanto para la enzi•a de 3h co•o para la 

que la 

primeras 

de 24h, 

indicando que eran proteínas 

(aproxiaadaaente 90,000). 

de alto peso •olecular 

En el caso de loa ejes eabionarios no iabibidos, la actividad a 

travéa de una colu•na de DEAE-Celulosa eluye a una concentración 

de foafatoa de 100 !30 llM (Fig. 1). Este pico concentrado y 

aplicado a una colu•na de Sefadex G-150 (Fig. 2) •ostro un 

aaplio rango de actividad fracción 3 a la 6). 

Estos resultado• contrastan notableaente con loa obtenidos para 

ejes eabrionarios iabibidos por 3h y 24h. 

Caabios en el esquema de purificación per•itieron obtener picos 

de actividad que no se habían detectado anteriormente. 

A través de DEAE-Celuloaa ae observaron doa picos (Fic. 3), uno 

de elloa que ae obtiene en el lavado 

concentración de lOO! 30 aH de fosfatos. 

y el otro a una 

El pico de aayor actividad total (II), a través de una coluana 

de foaf ocelulosa se resolvió en otros dos picos de actividad 

(Fig. 4). 

La caracterización de estos picos s~ realizó en presencia de 

inhibidores específicos para DNA polimerasas de aniaalea, coso 

aon afidicolina, NEH y ddTTP. 

En el caso de las actividades encontradas en DEAE-Celuloaa su 

respuesta a inhibidorea es claraaente diferente. La proteína que 

sale en las fracciones del lavado no aueatra inhibición por 

ddTTP, pero el hecho de que afidicolina y NEH no presenten una 



inhibición mayor, descarta la posibilidad de 

tipo a. 
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una polimerasa· 

La enzima presente a 100 mM muestra una inhibición notable con 

ddTTP y ninguna con afidicolina, sin C11bargo, el hecho de que 

NEH inhiba más de un SO~ no concuerda con las características 

que presenta una polimerasa n de animales. 

En los picos de activid<ld obtenidos por fosfocclulosa. 

afidicolina no muestra ninguna inhibici~:in y NEH inhibe un 52% a 

la protc1nn que eluye a 200 ntH de f,.oEfatos y no tjene ningún 

efecto en la enzima que se encuentra en lfls fracciones del 

lavado. Estas respuestas concuerdan con las cara0tel"tfiticas Q\U! 

presenta la proteína que se cargó a ln columna. No ob~~t.,;nte, la 

resp.uc>sta a ddTTP es dificil de explicar (C'.li.>dro Vlitl. Si 

suponemos que ta enzima se encuentra en forma de \In complejo 

polipepti dico y que loa dlfcrcntes Bnburdd~~,:-h~s le confi.t:ren 

caracteri sti{.ar:; particolarl1s, es posible penf1.'lr q\1(;~ al pas:1c por 

1 a o:>: ;..i.cna f-krd.i.o pJrtf! de la suburii.drsd qt1e le con[t:ffl. a 

sensjbilidad par.'.l 1.?ste 1.nhibidor. Si er~to en particular ocurrió 

en ln fracción 1ª de lavado, es ir1ten_:!iante obnervnr que podría 

tratarse de una DMA polimet·asa tipo (1. 

La actividad total de la enzima n talada a part.ir de cdea 

e:mbrionnrios durante 3h, sícmpre eB ll<!nor que la de la enzima 

ni.alada de ejes embebidos por 2'•h (Vázquez, 1986). Sin C?l!lbargo, 

para el caso de ejes eJabrionarlos de Oh de imbibición se obscrvi.!> 

que su actividad es aún menor que la de 3h (Cuadro IK). 

Estos resultados muestran que durante la iabibJción de O a 24 h, 

la actividad de la DMA poli~erasa au•enta cerca de cinco veces_ 

Adicionalmente, se ha encontrado que la citocinina benciladenlna 
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esti•ula la actividad de la DNA polimerasa y uno de los 

aecanisaos propuestos es la fosforilación 

(Vázquez-Ra•os and Reyes, 1989 so•etido}. 

de 

~-==-=----·- O c·s 3 hr5. 24 hr~ 
! 

¡, AC' 1'./IDM:: TOTl•L 1 
2.03 3.1 ~0.7 

i J 1 • (.1:iid/mU 

L ........... _·--··---·--·---------

la enzima 

Podeaos suponer. dado que no existe ningún aumento considerable 

en la sí ntesie de DNA polimcraaa en las primeras horas de 

i•bibición (Vázquez Ra•os et al., 1988), que uno de los 

mecania•os que afectaría la actividad de ésta enzima sería la 

Cosforilación, la cuál ade•áa, cambiaría sus características 

cro•atográficae. 

Por otra parte, el auaento de hasta cinco veces en actividad de 

la DNA poli•erasa para las 24 horas de imbibición puede deberse 

a !a síntesis de nueva proteína •ás que a una aodificación de la 

preexistente. 

Para el caso de embriones de trigo, se ha propuesto que la 

síntesis de la DNA poli•erasa co•ienza en las primeras horas de 

la ger•inación. Ade•ás, otros estudios indicaron que existe un 

incremento en la actividad de la DNA poli•eraea en núcleos a lo 

largo de ésta (Castroviejo et al., 1979). 
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La actividad encontrada en las fracciones del lavado a traves de 

DEAE-Celulosa en· ejes e11brionarios no embebidos puede ser 

tentativa•ente explicada si asumiaos que eSta enzlaa es un 

vestigio del estado de e11briogenesis durante el cual fue 

al•acenada intacta a lo largo de la desecación de la semilla y 

degradada inmediatamente después de la imbibición. 

Otra explicación posible, es que sea el resultado de la acción 

proteoll tic a. 

Resultados similares han' sido obtenidos para el caso de 

embriones de trigo (Castroviejo et al., 1979). 

La utilización de la columna de fosfocelulosa como segundo paso 

en el esquema de purificación también marca una diferencia muy 

i•portante con respecto a loa· resultados reportados 

anteriormente. En ejes embrionarios de 3h y 24h de imbibición la 

actividad no se conservaba al pasarla a través de una coluana de 

este tipo. 

Por otra parte, a través de ésta coluana se obtiene una 

purificación de la fracción 11• de 100 veces, que comparándola 

con la obtenida para ejes de 24h con el protocolo anterior, es 

más eficaz, ya que se partió de una actividad total y de una 

cantidad de proteína menor. 

Finalll"nte, es necesario observar que las actividades de DNA 

polimerasa en plantas superiores en presencia de inhibidores 

específicos para polimerasaa animales, no 

similar y se hace necesaria la obtención 

responden de f oraa 

de anticuerpos para 

de DNA polimerasa y poder detectar actividades diferentes 

descartar la posibilidad de que únicamente sean el producto de 

la actividad proteolitica. 
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CONCLUSIONES 

1) Parece existir un inhibidor en se11illaa gerainadas y 

plántulas de aaiz que lapide detectar la actividad de DHA 

poliaerasa. 

2) Fue posible separar, -aediante caabioa en el eaqueaa de 

purificación-, actividades diferentes de ésta enziaa. 

3) Las DNA poliaerasas en ejes eabrionarioa no e11bebidoa (Oh) 

presentan características diferentes, -en cuanto a su 

coaportaaiento croaatogrAfico y su respuesta a inhibidorea-, en 

coaparación con las que se encuentran tanto a 3h coao a 24h de 

iabibición. 

4) Las DNA poliaerasas en plantas superiores parecen no 

responder de la aisaa foraa que las DNA poliaeraaaa de aniaales 

cuando ee lea adiciona inhibidorea específicos para éstas 

últiaaa. 
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