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RESUMEN

La DNA polimerasa es una enzima muy importante que actua de
forma coordinada con todo un complejo enzimatico en el momento
de la sintesis del DNA.

En ejes embrionarios de maiz, la DNA pol que actua durante las
primeras 24 horas de la germinacion es escencialmente la nisna
(Vazquez, 1986).

En el presente trabajo puede observarse que en ejes é-brionarios
no embebidos sBe detectan dos tipos de actividades de DNA
polimerasa a través de una columna de DEAE-~-Celulosa y otros dos
picos de actividad a través de una columna de fosfocelulosa.

El analisis de estas actividades por medio de inhibidores
confirman que a través de DEAE-Celulosa la respuesta a estas
sustancias es claramente diferente: Sin embargo, a través de
fosfoceluloga el resultado con inhibidores parecerfa indicar que
se trata de la mimma actividad enzimatica.

Aunado a lo anterior, se puede observar que en hojas de
plantulas de mal{z parece existir un inhibidor de 1la DNA
polimerasa.



INTRODUCCION .

Las gramincas son plantas de gran utilidad ya que constituyen
una fuente importante de alimento y el maiz es un ejemplo de
ello.

El conocimiento de los procesos bioquimicos que ocurren en las
semillas de estas plantas durante las primeras horas de 1la
germinacidn, permite establecer las condiciones necesarias para
el buen desarrollo de la plantula.En semillas que han perdido
viabilidad, estos estudios se hacen necesarios.

Es posible utilizar algunas enzimas que intervienen en la
germinacidn como marcadores bioquimicos que nos permitan
detectar los problemas que se presentan en ©semillas de é<ste
tipo.

Estudios encaminados hacia esa l{nea son fundamentales.

ESTRUCTURA DE LA SEMILLA

La formacisén de la semilla es una etapa fundamental dentro del
ciclo de vida de una planta. Ademis de ser una estructura de
dispersién, le permite a 1a planta soportar condiciones adversas
aumentando la probabilidad de establecimiento.

La semilla se deriva del ¢vulo fertilizado. En casi todos los
casos es posible reconocer: 1) una teata, 2) el endospermo y 3)
el embridn.

La testa es el producto de uno o ambos integumentos del vulo.
Desde el punto de vista fisioldgico, su importancia puede ser
muy grande, ya que la presencia de una cuticula externa e
interna le confiere un cierto grado de impermeabilidad tanto al
agua como a los gases, ejerciendo una influencia regulatoria
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sobre el metabolismo y el crecimiento de tejidos internos vy
drganos de la semilla (Bewley and Black , 1978).

El endospermo se desarrolla como resultado de la fusidén de los
ndcleos polares del saco embrional con un nucleo espermdtico del
tubo polinico. El ntcleo endospérmico que resulta de é¢pta fusidn
es triploide.

Esta estructura sirve como tejido nutritivo del embricn y
contiene sustancias diversase de reserva, sobre todo almidon y
otros carbohidratos como polisacaridos y hemicelulosas (Roth,
1966) .

El embrién generalmente se deriva de la fusidén de los nucleos de
los gametos femeninos y masculinos. Uno de s8sus extremos, 1la
radicula, formari la raiz de la planta; el otro extremo, la
plumula, formari: el tallo y las hojas. El1 embridn posee
cotiledones u hojas seminales (uno en las monocotileddneas)
{Bidwell, 1979).

Una vez que la semilla se ha formado, se inicia una desecacidén
progresiva de los tejidos. El contenido de humedad cae hasta un
10%. AUn en éste estado de extrema deshidratacién, el embricen
puede permanecer vivo durante sucho tiempo dependiendo de 1la
especie. En muchos casos,el principal requisito para reanudar su
crec'miento y desarrollo es la adicidn de agua.

GERMINACION

f.a gersminacidén es el proceso que peramite el establecimiento de
la plantula a través de una sucesidén de eventos que modifican a
la semilla pasindola de un: estado de reposo a uno
metabslicamente activo.
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Aunque el concepto de germinacién no es facil de definir,™
generalmente se dice que ha ocurrido una vez que una parte del
embrisn, normalmente 1la radicula,atraviesa por completo la
cubierta de la semilla (Berrie, 1984).

Desde el punto de vista bioquimico, este proceso involucra toda
una serie de eventos moleculares que suceden antes de 1la primera
divisidén celular (Brooker et al., 1977).

#Condiciones necesarias para la germinacién

Los factores mais importantes que afectan cosinmente a 1la
germinacidén de las sermillas son: agua, tesperatura, luz e
intercambio de gases.

El agua es primordial pues las semillas estin ‘extremadamente
deshidratadas. Normalmente sélo contienen del 5-20% de agua de
su peso total y tienen que absorber una buena cantidad antes de
que se inicie la germinacidén. Después de 1la imbibicisn, 1la
absorcison de agua decrece, la germinacidn prqsigue y empiezan
los procesos que 1llevan al crecimiento y desarrollo
(Bidwell, 1979} .

Una temperatura correcta es importante para la germinacién. La
temperatura dptima para el desarrollo del embrién varia de
acuerdo con la especie. Para cada una existe una tesperatura
mixima y una minima, por arriba o debajo de la cual 1la
germinacién no ocurre (Wilkins, 1969).

La germinacién se ve influida por la cantidad de luz existente.
Las semillas tienen sdlo minimas cantidades de alimento
almacenado para el crecimiento del embridn, por lo que les es
necesario volverse autéfrofas cuanto antes. Si germinan en el
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suelo muy profundamente pueden agotar sus reservas antes de
alcanzar la superficie. La exigencia de luz no permite que esto
ocurra ya que asegura que la germinacidén empiece solo en
semillas que estin en la superficie o muy cerca de ella
(Bidwell, 1979).
El metabolismo durante los estadios iniciales de la germinacicn
puede ser anaerobio cambiando a aerobio tan pronto como la testa
se rompe y el oxigeno se difunde en su interior. En este
momento, los requerimientos de energia son proporcionados por
los procesos de oxidacidén, lo cual involocra un intercambio
gaseoso, salida de bisdxido de carbono y entrada de oxigeno
(Wilkins, 1969).

La edad de la semilla es un factor de importancia en 1la
germinacién. Pocas son las que en realidad logran sBobrevivir
durante mucho tiempo (Bidwell, 1979).

ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERMINACION
S{intesis de Protefnas y RNAm

En el momento de la imbibicisén, la semillae inician su actividad
letabdlica; esto requiere de la accidén de multiples enzimas que
necesitan ser sintetizadas en las primeras etapas de la
germiracion.

Se ha demostrado que en embriones secos de trigo existe 1la
maquinaria necesaria para la sintesis de proteinas (Marcus et
al., 1970; Tarrago et al., 1970) y que ésta se inicia dentro de
los priseros minutos de imbibicidén (Osborne, 1982).

El conocimiento de que la sintesis temprana de proteinas es un
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evento necesario en la germinacidn trae consigo la pregunta de

si existe o no una concomitante sintesis de RNAm.

Walers y Dure en 1966 y Klein et al.,en 1971 demostraron que la
Bintesis de proteinas en esa etapa de la germinacién estaba
guiada por RNAm previamente sintetizado, esto es, RNAm utilizado
durante la embriogénesis y almacenado en el wmomento de 1la
formacién de la semilla. ’
Esta idea ha sido sustentada por varios estudios. Chen et al.,
en 1971 indicaron que existia un nivel muy bajo de transcripcion
al inicio de 1la germinacién de ejes aislados. Ademis, 1la
observacidn de que la formacién temprana de poliribosomas ho era
afectada por cordicepina y a-amanitina,dos inhibidores efectivos
de la Bintesis de RNAm, indicaba clarasente que la transcripcidn
no era necesaria para la sintesis temprana de proteinas y que la
traduécién al inicio de la germinacién funcionaba principalmente

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

No obstante, en 1979 Cheung y colaboradores dieron evidencias de
que en embriones de trigo, después de 40 minutos de imbibicidn
la sintesis de proteinas era dirigida por RNAm sintetizado de
novo mis que por el almacenado.

Aunado a esto, se ha encontrado que algunos RNAm codifican para
proteinas de reserva de la semilla (Bollini and Chispeels, 1977;
Mori et al., 1978), lo que apoyaria la afirmacién de que ese
RNAm no es importante en los primeros eventos de la
germinacién.Es dificil determinar con certeza , en el momento de
la imbibicidn, B8i el RNAm sintetizado de novo o el RNAm de vida
larga almacenado en 1as semillas son utilizados para 1la
sintesis temprana de proteinas.
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Es probable que el RNAm almacenado sea el sobrante del proceso
de embriogénesis y que las proteinas requeridas para la
germinacion provengan de RNAm sintetizado de novo.
Adn cuando este punto no ha s8ido completamente esclarecido,
informacién obtenida a partir de estudios de embriones
procedentes de semillas que han perdido viabilidad ¥y que no
presentan sBintesis de proteinas, no wmostraron cambios en los
patrones de RNA a través de un gradiente de densidad en
comparacidén con semillas de alta wviabilidad (90%) (Osborne,
1983) .

Es improbable que la disponibilidad de RNA rico en poli A sea el
factor que limite la sintesis temprana de proteinas (Bray and
Smith, 1985).

La aintesis de RNA en semillas con baja viabilidad se ve
reducida. Aun cuando en embriones de 0% de viabilidad exista
sintesis de poliribonuclestidos de bajo peso molecular, éstos no
son utilizados como moldes para 1la sintesis de protei{nas
(Osborne, 1977).

Si la ausencia de si{ntesis de proteinas en embriones de 0% de
viabilidad se debe o no a un mal funcionamiento de los elementos
involucrados en eme proceso, aun esti en duda. Sin embargo, el
hecho de que exista si{ntesis de poliribonucledstidos de bajo peso
molecnlar es una cuestién que concierne directamente a la
integridad del DNA, del cuil ese RNA fue transcrito (Osborne,
1983).

»Sintesis de DNA durante la germinacidén

En. las grasineas, 1a sgecuencia de algunos eventos en la
gersinacién pueden dividirse en: 1) eventos tempranos;
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‘hidrataci¢n , sintesis de proteinas, sintesis de RNA y
reparacién de DNA y 2) eventos tardios; expansién celular,
replicacisén del DNA y movilizacién de reservas (Osborne, 1983).

La aparicion progresiva de é¢sta sBecuencia de eventos sBe ve
afectada si la semilla sufre algun daffo; sin embargo, aun cuando
se retrase la germinacidn, ésto no previepe el establecimiento
de la planta.

La expansién de 1la radicula dentro de la semilla ocurre
inicialmente por elongacién celular y su subsecuente emergencia
a través de la cubierta puede o no estar acompafiada por divisién
celular. La replicacién del DNA es un requisito necesario para
que la divisién ocurra (Bewley and Black, 1984).

El tiempo en el que comienza la sintesis replicativa del DNA es
variable de acuerdo a la especie y va deade 4 hasta 12 horas
d ¢8 de que ¢ la imbibicidn (Chen and Osborne, 1970;

Buchowicz et al.,1978; Baiza et al., 1989).

En el caso particular del maiz, se sabe , Que la sintesis
replicativa del DNA, medida como 1la incorporacién de un
nucledtido marcado, puede dispsrarse a partir de las 9 horaﬁ de
imbibicidn (Vidzquez y Lépez, 1986). No obatante, en tiewmpos
tempranos de la imbibicisn existe un pequefio incresento en la
incorporacién de la marca; se ha sugerido que éata sintesis
prereplicativa de DNA es de tipo reparativo (Zarain et al.,
1987).

Mucha de 1la informacién concerniente a los mecanismos de
reparacién del DNA derivan del estudio de procariontes vy
algunos,pero no todos los mecanismos,parecen operar similaraente
en eucariontes. En plantas superiores, las evidencias
bioquimicas de la existencia de reparacién de lesiones del DNA
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son recientes (Veleminsky et al., 1972; Osborne et al ., 1984).
Ademis de las' lesiones del DNA que permanecen sin reparar
durante el desarrollo del embridn, otras lesiones se acumulan
durante el periodo en el que 1la semilla permanece en estado
seco. Esto requiere 1a reactivacidn del proceso enzimatico de
reparacién en el momento de imbibicién .

A menos que los dafos ocurridos en el material genético del
embrion se reparen por completo , los eventos subsecuentes no
podran operar adecuadamente.

La si{ntesis de DNA tanto cn etapas tempranas como tardias, es un
proceso fundamental para la germinacién de la semilla. Este
evento es dirigldo gracias a la accidén concertada de un gran
numero de enzimas, dentro de 1las cuiles los DNA polinerasas
juegan un papel fundamental.

DNA POLIMERASAS
Ceneralidades

La replicacidén, reparacién y recombinacidén del DNA son procesos
que requieren de la accidén conjunta de muchas proteinas.

Sin emba ‘go, en todos estos procesos una proteina, 1la DNA
polimerasa, juega un papel central. Su funcién es asegurar la
incorporacisén de los 4 desoxiribonuclestidos trifosfato sobre un
nmolde de acuerdo a las reglas de apareamiento (A con Ty G con
C).

Desde el descubpiniento de la primera DNA polimerasa hace ya
cerca de 30 afos, tales enzimas ‘han sido encontradas en todos



los organismos procariontes y eucariontes (HUbscher, 1983).

Aunque difieren e.n propiedades quimicas, figicas e
inmunolégicas, presentan algunas similaridades importantes: a)
todas incorporan sobre un moldedesoxiribonuclecstidos trifosfatos
como monofosfatos por hidrélisis del enlace fosfodiester a-f3, en
presencia de cofactores (cationes divalentes) b) todos necesitan
de una pequefia pieza complesentaria de 4cido nucleico (DNA o
RNA), llamado "primer" con un grupo hidroxilo libre en el
carbono en posicién 3 de la desoxiribosa. ¢} Todos polimerizan

en la direccién 5'~ 3' de la cadena en crecimiento.

Un esquema simplificado de la horquilla de replicacidn ge
presenta en la fig.1. La sintesis en la cadena continua procede
en la direccidn 5*' - 3', antiparalela a la cadena molde y en 1la
misma direccidén en la que e va abriendo la horquilla. En 1la
cadena discontinua, la si{ntesis ocurre en 1los fragmentos de
Okazaki que son antecedidos por la formacidn de un oligémero de
RNA que le sirve de primer o cebador. Estoa fragsentos son
procesados y ligados para formar un DNA de alt':o peso molecular.
El esquema sé¢ complica verdaderamente cuando se piensa en la
interaccidn de todas las proteinas que intervienen: bhelicasas,
proteinas que se unen a la cadena sencilla de DNA, el complejo
primosomal, etc. Todo este complelo debe de actuar de manera
coordinada para permitir la sintesis de ambas cadenas (Mc Henry,
1988). :

/ pw RNA primer
3 / -— ONA
oo 358

5’ :
"» ONA po/unemn

FiG, | .\ @ primesm
&> helicasas, elc,
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En procariontes se sabe que existen tres tipos diferentes de DNA
polimerasas, denosinadas DNA pol I, I1 y III, de acuerdo al
orden en que fueron descubiertas (Kornberg, 1980).

La posibilidad de obtener mutantes condicionales letales de 1los
genes que codu'icun para cada una de ellas, ha sido fundamental

para .1 conocluiento de sus funciones bioldgicas. En el cuadro I
ne lua.tran algunas de las caracteristicas mis importantes de
éatas polimerasas.

€n cdlulas eucariontes, en particular mam{feros, su estudio se
ha complicado por la imposibilidad de obtener células mutantes,
no obstante a la fecha ya se cuenta con una gran cantidad de
informacién que nos permite suponer ciertos papeles funcionales.

Son cim_;f& .1as DNA polimerasas que se han podido distinguir en
éste tipo : de organismos; s8in eabargo han existido wmuchas
dificultades para identificarlas porque en diferentes pistemas
se han ' nombrado de forma distinta (Litvak y Castroviejo,
1967) .En el presente trabajo utilizaremos 1la clasificacidn
griega para identificarlas.

DNA polimerasas alfa y delta

La DNA polimerasa a fue la prisera de 1las DNA polimerasa de
mamiferos que se describis (Bollum, 1960).. Se encontr¢ que era
una enzima de alto peso molecular, incapaz de corregir los
errores de incorporacién ya que no presentaba una actividad de
exonucleasa 3' - 5' (So and Downey ,1988).

La DNA polimerasa o ha sido implicada en la replicacion del DNA
y mucha evidencia moporta émte concepto: su actividad enzimatica
se correlaciona positivamente con la sintesis de DNA durante la
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Escherichia coli. Tomado de Kornberg, 1980
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proliferacién celular; todos sus inhibidores especificos también
inhiben la replicacién del DNA (Ikegami et al., 1978).

Estudios recientes de replicacién in vitro del DNA han
corroborado éste concepto (Bialek et al., 1988; Tamai et al.,
1988; Gassman et al., 1988).

Esta enzima ha sido aislada generalmente en forma de un compleijo
polipeptidico (Wong et al., 1988; So and Downey,1988; Tamai et
al., 1988; Nasheuer and Grosse, 1988).En general coneiste de: 1)
un polipéptido catalitico que tn vitro es un foafopolipéptido
que oscila entre de 125-180 kd ; 2) una fosfoproteina de 77 kd
de funcicén desconocida y 3) dos polipéptidos de 55 y 49 Kd
asociados con la actividad de DNA primasa y en particular se ha
visto que es el de 49 kd. quien posee tal actividad (Nasheuer
and Groosse, 1988).

La DNA polimerasa ¢ difiere de otras DNA polimerasas de
mami feros, porque es la unica que presenta una actividad
exonucleasa 3'- 5' (Crute et al., 1986).Ademds de su actividad
de exonucleasa en esa direccidn, ¢sta enzima puede distinguirse
de 1la DNA polimerasa o por Bu comportamiento cromatrogriafico y
la especificidad de utilizacion de moldes 1in vitro., Las DNA
polimerasas & prefieren copoliseros alternados tal como poli
(dA-dT), mientras que su actividad sobre moldes de DNA activados
con DNAsa es muy baja. »

DNA polimerasas tipo & de wamiferos con una actividad
exonucleasa 3'-5' asociada han sido aisladas de muchos teijidos,
como por ejemplo, de timo de ternera (Lee et al., 1980; Crute et
al., 1986; Wahl et al., 1986), medula ¢sea de conejos (Gascin
and Byrnes, 1982) y placenta humana (Lee and Toomey, 1987}).
Algunas de las propiedades de todas ¢stas enzimas, como peso
molecular y utilizacién de moldes varian, aunque es posible que
esto se deba al protocolo de purificacion.
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Una diferencia clara en las propiedades de las especies de DNA
polimerasas & que han sido aisladas en diferentes laboratorios,
es su asociacién con DNA primasa. Tanto la purificada a partir
de timo de ternera como la de placenta humana carecen de tal
actividad (Downey et al., 1988; Lee and Toomey, 1987). Sin
embargo, Crute et al., en 1988 reportaron dos tipos de DNA
polimerasa &, I y II, la primera con una actividad de primasa
asociada. No obstante, anticuerpos monoclonales contra DNA
polimerasa « inhiben a la DNA polimerasa & I mientras que la DNA
polimerasa & II, que es donde se encuentra la actividad de
exonucleasa 3'-5', no se ve afectada. Esto pareceria indicar que
la DNA polimerasa 1 es mas bien una forma de DNA polimerasa a,
en donde su asociacién con la DNA primasa es facilsente
explicable.

Una propiedad comun a todas las poliieraaau $ es 8u poca
inhibicién por butilfenil-dGTP y butilanilino-dATP, que inhiben
en mayor proporcién a las DNA polimerasas a (Crute et al.,
1986).

Las DNA polimerasas o y & comparten -uchaé similitudes; por
ejemplo son enzimas de alto peso molecular y Bon proteinas
aci{dicas sensibles a la inhibicién por N-etilmaleimida. La
sintesis de DNA con ambas enzimas es sensible a inhibidores de
la replicacidén tales como afidicolina, y arabinosilnucledtidos y
resistentes a dideoxinucledtidos (So and Downey, 1988). Con base
a estas similaridades surge la duda de si 1la DNA polimerasa & es
s0lo una forma modificada de la DNA polimerasa o o viceversa.

A pesar de éstas semejanzas, muchas evidencias han sugerido que
son enzimas diferentes dadas otras caracteristicas que no
comparten: actividad exonucleasa (Downey, 1988); respuesta
diferencial a la proteina PCNA, que regula el ciclo celular
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(Tan et al., 1986; ); sensibilidad a inhibidores como
butilfenil-dGTP y butiladenilo-dATP ( Wahl et al., 1986);
anticuerpos monoclonales contra DNA polimerasa o« no inhibe la
actividad de DNA polimerasa & (Wahl et al., 1986; ; Lee and
Toomey, 1987); anticuerpos policlonales contra DNA polimerasa &
de timo de ternera no inhiben a la DNA polimerasa « de la nmisma
eapecie; estudios de procesividad sobre moldes sintéticos
muestran respuestas diferentes (Hohn and Grosse, 1987).

El papel funcional de estas enzimas ha sido muy dificil de
determinar debido a 1la carencia de mutantes en eucariontes
superiores. Sin embargo, se ha sugerido la posible funcidén de
ambas proteinas en la horquilla de replicacidn, esto es, la DNA
polimerasa 6 replicando la cadena continua y la DNA polimerasa o
como una replicasa de la cadena discontinua ( Focher et al.,
1988) .

primasa, con una procesividad moderada que le peraite una
sintesis discontinua, la hace un buen candidato para replicar la
cadena discontinua en la horquilla de replicacidn.

Por otro lado, una enzima con mucha procesividad que le permita
realizar una sintesis continua, capaz de llevar a cabo sintesis
de desplazaaiento de cadena, controlada por la proteina PCNA,-
involucrada en la regulacidn de la replicacién-, y con actividad
de exonucleasa, em requerida para sintetizar la cadena continua
y estas caracter{sticas corresponden a las de la DNA _polimerasa
S,

Por analogia con el modelo de replicacién en procariontes, es
posible que las DNA polimerasas a y 6 sean componentes de un
complejo multiproteico en la replicacidén, aun cuando hasta la
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fecha no hay evidencia de tal complejo (So and Dowley, 1988).

DNA polimerasa beta

La DNA polimerasa (7 de wmamiferos ha s8sido purificada de una
variedad de organismos y en todos los casos se ha encontrado una
enzima que consiste de polipéptido de alrededor de 40,000 de
peso molecular. (HUbscher et al., 1979; Tanabe et al., 1981;
Sakaguchi and Boyd, 1985; Wilson et al., 1988).

Examinando la procesividad de la enzima, se ha 1llegado al
acuerdo general de que en presencia de ng’, es completawente
distributiva, insertando solo un desoxinucledtido y disociindose
del molde posteriormente (Wilson et al., 1988).

La enzima purificada carece de actividad exonucleasa o
reacciones reversas. Por tanto, es la enzima menos precisa de
las DNA polilerasasﬁ su frecuencia de insercidn de una base
equivocada es de 1/1000 a 1/6600 por nucleﬁtiQo sintetizado.

La DNA polimerasa {3 no parece tener grupos sulfhidrilo en su
sitio activo ya que su actividad no es inhibida por agentes
bloqueadores de estos grupos y, a diferencia de lo que ocurre
con la pol o , esta enzima es eatimulada por altas
concentraciones de cationes mohovalentes; en fuertemente
inhibida por ddNTP's e insensible a ara-NTP y afidicolina.

El papel fisioldgico de la DNA pol 3, hasta hace algun tiempo
era muy obscuro. Era considerada una enzima reparativa, sin
embargo las evidencias que existfan eran muy circunstanciales:
no presentaba fluctuaciones en el ciclo celular y un incremento
en la cantidad de esta enzima coincid{a con el pico de
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reparacisén de DNA en los linfocitos estimulados con
fitohemaglutinina (Hubscher, 1983). Sin embargo, a la fecha se
han acumulado algunas otras evidencias consitentes en asignarle
un papel en la reparacion del DNA. Por ejemplo, una baja
procesividad debe necesitarse en una polimerasa que va a
realizar sintesis de DNA sobre fragmentos cortos .
independientemente de que esta procesividad pueda incrementarse
al estar presentes factores estimuladores. Ademas, la sintesis
por desplazamiento de cadena puede ser una caracteristica
importante para una enzima reparativa (Wilson, et al .
1988).A1gunoa'eatudios han indicado que 1la DNA pol 3 funciona
solo en la reparacidén de tramo corto, pero tanto la o como la 3
estian involucradas en la reparacién de tramo largo. (Vizquez,
1986). Apoyando lo anterior, égtas dos enzimas parecen actuar
conjuntamente en Bitios dafados con dimetil sulfato y 1luz
ultravioleta, pero la pol 3 parece actuar solo en sitios dafados
con neocarzinostatina o bleomicina (Wilson, 1988).

DNA polimerasa gama

La DNA polimerasa y se encuentra en la mitocondria en donde
replica el genoma organelar (Hiubscher et al., 1979). Esta enzima
ha Bido también encontrada en 1la fraccién nuclear, pero su
funcién ah{ es desconocida, ya que el papel propuesto para esta
enzima ~n la  replicacidén de adenovirus basada en los efectos de
inhibicion similares en ambas enzimas, ha sido descartado por el
reciente conocimiento de una DNA polimerasa codificada por el
mismo virus (Litvak and Castroviejo, 1987).

Al igual que la DNA polimerasa a, la pol » muestra una
naturaleza muy heterogénea en el momento de su purificacidén, su
peso molecular va desde 110,000 hasta 300,000 en el caso de la
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énzina humana. Debido a que la enzima es auy propensa a formar
agregados bajo condiciones de baja fuerza idnica, es dificil
darle sentido a las diferentes formas que han side aisladas
(Weissbach, 1977).

Recientemente se ha propuesto que la polimerasa y de Orosophila
es un heterodimero que consiste de una subunidad catalitica de
125,000 daltones y otra subunidad de 35,000 daltones de funcidn
desconocida (Wernette et al., 1988).

La DNA pol y puede copiar, ademis de moldes de DNA naturales y
sintéticos, una variedad de ribohomopolimeros como poli (A),
poli (C), etc. (Knopf, et al., 1975). Tanto este tipo de
enzimas, como las transcriptasas reversas de los virus, muestran
la misma eficiencia para el uso de ribohomopoli{meros como molde;
sin embargo, las polimerasas y no han sido capaces decopiar
moldes naturales de RNA, ademis de que estudios inmunoldgicos
han mostrado que el antisvero contra la transcriptasa reversa
no inhibe a la polimerasa y de humano (Weissbach, 1977}.

Ademis de las caracteristicas nnterio}es, es posible
distinguirla de o« y 3, porque la pol y es estimulada tanto por
cationes monovalentes como por fosfato en presencia de KCl, cosa
que no ocurre con pol ay pol (3. La pol r es inhibida por
agentes bloqueadores de grupos sulfhidrilo y ddTTP, pero es
insensible a afidicolina.

En el cuadro Il se muestra un resumen de las propiedades nis
importantes de <stas cuatro polimerasas.
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PROPEDLDES o 8 b d
LOCALIZECIDN Huclear tuciear Mitozondnal Nuztear
thictaar
Futnns Replcacon detOMA  Reparaciondel DA Pepl. mitocondriat  Fephcacisn det DNA
Pl 150-1000 a5 > 10 250-240
ACTHIDAD FELATIVA
Ce.. #n rec tuento 100 10 2
Cets, en repsso 0-5 100 10
ASOT LT LTSy n no st no
o
Tha 3¢taeas “ Y o si
Atad natura. con pnmer
ae Ovsonruiedlaas no ~ no no
Mode ge DHA zon
crhmer de RNA 5 ne s no
tNHIBIDORES
NEM 5 no s si
[Eiata o o 8
araCTe Ll si no
Atgcoira 5 sl no 5
- gGTP
buti-dG s o o o

CUADRQ H.Propiedades de las DNA polimerasas de anmales, Tomado de Litvak, 1987



19
DNA POLIMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES

Adn cuando las DNA polimerasas han sido estudiadas en multliples
organismos eucariontes, el conocimiento mas amplio de estas
enzimag proviene de celulas animales. Las DNA polimerasas
aisladas tanto de eucariontes inferiores como de plantas no
presentan el mismo comportamiento que las de 8u contraparte
animal.

DNA polimerasa alfa

Todas las polimerasas tipo « descritas para sistemas vegetales
presentan alto peso molecular (desde 100 hasta 230 kd) y son
fuertemente inhibidas por agentes bloqueadores de Erupos
sulfhidrilo (NEM) ( Amileni et al., 1979; Fukasawa et al., 1980;
Chiver and Bryant, 1983).

En los casos de trigo, espinaca, arroz y coliflor, la
afidicolina, un inhibidor especifico de DNA polimerasas a de
animales, ha mostrado inhibir a la DNA poli.e}asa de alto peso
molecular (Sala et al., 1980/1981).

La DNA polimerasas a de animales no reconocen un molde de poli
rA-oligo dT y resultados similares se han encontrado en el caso
de las enzimas estudiadas en células vegetales. Sin embargo, en
el caso de las DNA pol B y CII reportadas para trigo, pueden
usar -dy eficientemente éate Bi la temperatura de incubacidn
decrece o se aumenta la estabilidad del wmolde (Litvak and
Castroviejo, 1987). Es por ello que muchos parimetros deben de
ser estudiados antes de concluir si un molde es o no usado por
una polimerasa.
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Mediante metodos autorradiograficos, se ha observado que una DNA
polimerasa sensible a afidicolina se encuentra exclusivamente
en el nucleo de ce#lulas de arroz; iguales resultados se han
obtenido en celulas de soya creciendo en cultive (Sala, 1981;
Litvak and Castroviejo, 1987).

Para trigo y arroz se ha reportado la presencia de actividad de
exonucleasa asociada a la DNA polimerasa; sin embargo, el hecho
de que no sean enzimas purificadas a homogeneidad, hace posible
gque ecs5ta  actividad pueda deberse exclusivamente a una
contaminacion.

DHA polimersas beta

Una de las caracteristicas importantes de las polimerasas {3 en
animales es que son proteinas de bajo peso molecular. Este tipo
de enzimas han sido encontradas en tabaco, trigo, chicharo y
remolacha (Litvak and Castroviejo, 1987). En el caso de
coliflor, una polimerasa de 70 kd ha sido reportada (Fukasawa,
1980). No obstante, si un parametro importante es el tamafo, es
necesario considerar la actividad proteolitica que existe en los
extractos de plantas. En el caso de trigo, se ha purificadoe una
polimerasa de 50 Kd casi a homogeneidad y tanto el efecto de
inhibidores como su especificidad de molde muestra claras
diferencias comparindola con las dos DNA polimerasas tipo «
obtenidas de esa misma planta. Sin embargo, los anticuerpos
obtenidos contra ¢sta enzima de bajo peso molecular presentan
reaccién cruzada con una de las dos tipo o (Castroviejo et al.,
1979).

Enzimas de bajo peso molecular en remolacha y chicharo sdlo se
inhiben a altas concentraciones de NEM, la polimerasa tipo 3 de
chicharo se encuentra fuertemente unida a cromatina. No
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obstante, se desconoce el papel funcional de ambas (Litvak vy
Castroviejo, 1979).

No se ha deamcostrado el papel de las DNA polimerasas tipo en
la reparacisn del DNA en plantas .  Sin embargo, algunos
resultados han w@mostrado que la sintesis reparativa de DNA
inducida por luz UV en protoplastos de tabaco es resistente a
afidicolina (Sala et al ., 1982).

DNA palimrasa gama

La DNA polimerasa ) de unimales se localiza tanto en el nucleo
cowo ©n la mitocondria. Una enzima similar de 100 kd. fue
caracterizada en trigo. Esta enzima 1lamada DNA polinmerasa A
(Castroviejo, 1979) se uasemeja a la pol » de animales en su
aficiencia para sintetizar sobre moldes de poli raAa-oligo dT; por
su estimulacion por KCl, por el fuerte efecto dinhibitorio de
ddTTP vy broauro de atidis y por su resigtencia a  afidicolina.
Sin embargo, «sta enzima no sc localiza en la mitocondria y as
capaz da reconocer, a un nivel bajo, moldes naturales de RNA vy
pareciera tener una actividad de DNA primasa asociada (Litvak
amd Castroviejo, 1987).

La prote:na aislada de cloroplasto de espinaca auestra
caracteristicas muy parecidas a las de las polimerasas » de
anima'‘es (Sala et at., 1980).

DMA polimerasas de cloroplasto y mitocondria
Recientemente, se han  aislado y caracterizado las DNA

polimerasas provenientes de cloroplastos de dos plantas

diferentes. En el caso de la enzima proveniente de espinacas, se
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ha clasificado como una pol tipo p, dada su alta eficiencia con
moldes de poli rA-oligo dT, peso molecular relativo de 105 Kd,
inhibicivn por NEM y resistencia a afidicolina (Sala #t al.,
1980) .

De manera contraria, la DNA polimerasa proveniente de
cloroplasto de chicharo no reconoce como molde poli rA-dT, pero
@8 inhibida por NEM, bromuro de etidio y es resistente a
atlidicolina (Mc Kown and Tewari, 1984).

Realmente no es claro si esta diferencia en 1la utilizacidndel
molde se debe a propiedades intrinsecas de las enziwas o a una
protenligis parcial en los pasos de purificacitn que le haga

perdoer esa capacidad de reconocimiento.

Por otra parte,se ha cncontrado una DNA polimerasa con  un  peso
molecular aparente de 180 Kd en nmitocondrias purificadas de
trigo. Estya cnzima, a diferencia de la encontrada cn  animales,
no puede zintetizar sobre un molde de poli rTA-oligo dT en
presencta de cationes divalentes. Debido a eésto no pucde
clasificarse como una tipica DNA pol tipo » a pesar de
localizarse en la mitocondria (Litvak and Castrovieljo, 1987).

lLos papeles tisjologicos de las DNA  pol encontradas tanto en
cloroplasto ¢cao2 en mitocondria no han sido elucidados.No
obstaite, es posible suponer que existe alguna relacion entre la
funci¢n de #stas enzimas y la replicacidn y reparacion de los
genomas organelares.
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#=Antecedentes inmedialos del trabajo

En la gran mayoria de las semillas de gramineas, la replicacion
del DNA es un evento tardio en la germinacién. No obstante, se
ha detectado un bajo vnivel de sintesis de DNA en periodos
prereplicativos tanto en embriones de centeno {(Osborne et al .,
1980), como en embriones de maiz (ViAzquez -Ramog y Lopez, 1986).

Se ha considerado que dicha sintesis tesmprana pudiera ser de
tipo reparativo de acuerdo a 1las evidencias obtenidas en
embriones de centeno y mafiz tanto normales como y-irradiados
{Vazquez~-Ramos and Osborne, 1986; Zarain et al., 1987).

Melendez en 1987 encontré que en ejes embrionarios de mafiz no
imbibidos el DNA se encuentra fragmentado y conforme los ejes se
embeben , este DNA cambia de bajo a alto peso molecular,
indicando de alguna forma la reconstitucién de la integridad del

material genético. "

Adicionalmente en estudios realizados en nucleos aislados a
partir de ejes embrionarios de mal{z me encontr¢ que la sintesis
de DNA es inhibida diferencialmente por diversos compuestos
cuando estos son adicionados ya sea en etapas tempranas de
imbibicién (0-3 h) o bien en etapas tardias (15 h) (Vazquez -
Ramos y Lépez, 1986) .

En plantas superiores se desconoce que tipo particular de DNA
polimerasa estid asociada a 1los procesos de reparacién y
replicacién del DNA.

En el caso particular del maiz, la actividad de DNA polimerasa
qQue Be encuentra a 3 h y 24 h de imbibicidén ha sido purificada
parcialmente y caracterizada (Vazquez and Vazquez - Ramos,



24
1987). Los resultados mostraron que no existian diferencias
considerables entre las enzimas presentes a estos tiempos de
imbibicisn y que en general, debido a sus respuestés a cilertos
inhibidores, pH ¢ptimo, efecto de fuerza ionica, etc.,se asemeja
a las DNA polimerasa « de animales.

Con base en estos resultados, el objetivo del presente trabajo
es establecer los siguientes pasos de purificacion para 1la DNA
polimerasa a partir de la nefodo]ogia reportada anteriormente,
-gue coneist:a en precipitacien con sal, columna de intercambio
anidnico y columna de exclusi¢n wmolecular-,(Vazquez, 1986),
utilizando como fuente para la extraccién de la enzima, hojas de

maiz.
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MATERIAL Y METODOS

1.- Material Biologico

Las semillas de maiz , variedad chalquefo, utilizado en éste
trabajo fueron obtenidas de PRONASE (Productora Nacional de
Semillas) de la SARH.

2.- Soluciones Amortiguadoras y reactivos

2.1 Solucion Amortiguadora para homogenar ejes embrionarios

Tris-HCl pH 7.6 S0 mM
Cloruro de potasio 25 aM
2-mercaptoetanol 1 oM
Sacarosa 0.25 M
Floruro de fenilmetilsulfonilo (Phsr) 0.3 mM
Cloruro de Magnesio 1 mM

2.2 Solucidn Amortiguadora para homogenar plantulas de maiz

Tris-HC1 pPH 7.6 50 aM
Cloruro de Potasio 25 =M
2-Mercaptoetanol 1 aM
PMSF 0.3 =M
Cloruro de Magnesio 1 =M

Triton X-100 0.5 %
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2.3 Soluciones Amortiguadoras utilizadas en la purificacion de
la DNA Polimerasa

Los amortiguadores empleados en el procedimiento de purificacivn
tienen los miswos compuestos, 1o unico que se npodifica es la
concentracion de fostato de potasio:

Fosfato de potasio pH 7.5

EDTA {Merck) 1 oM
Glicerol . 10 %
2-Mercaptoetanol 1 oM
PMSF Q.3 =M

2.3.1 Solucion Amortiguadora A:
Foafato de potasio 10 mM

2.3.2 Solucidn Amortiguadora B:
Fosfato de potasio 60 mM

2.3.3 Solucicn Amortiguadora C:
Fosfato de potasio 400 mM

2.4 Solucioen Amotiguadora para activacisn de DNA

Tris-HCl PH 7.5 5 wM
Cloruro de Magnesio 5 M
¢ Albumina de suero de bovino
? {ASB, Sigma Chem. Co.} 0.5 mg/ml
; DNA de timo de ternera
; (Sigma Chesm. Co.) 0.25 mg/ml
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2.5 Mezcla de reaccisn para el ensayo de DNA polimerasa

Tris-HCL pH 7.6
KC1

chl2

dATP (Sigma Chem. Co.)
dCTP  (Sigma Chem. Co.)
dGTP (Sigma Chem. Co.}
Glicerol
2-HMercaptoetanol

DNA Activado

ATP (Sigma Chem. Co.)
(metil—aﬂ) TTP (57 a/mamol. Amersham)

2.6 Liquido de Centelleo
2,2'-p-fenilbis {5- fenoxazol)
{POPOP, Merck)
2,5 ~difenoxa=ol (PPO, Merck)

Tolueno

25
16

.o

6
1
1
1
ﬁ
4
1
1
5

nM
mM
nM
mM
mM

nM
k3

aM
M

mM
HCi/ml

0.1 gr
5.0 gr
1.0 1t

2.7 Reactivos usados para la cuantificacicn de proteinas totales

por cl metodo modificado de Lowry (Peterson,1977).

2.7.1 Solucion stock CTC
Carbonato de Sodin (Nazcoa)
Sulfato de Cobre pentahidratado
(CuSO‘SHzo)
Tartrato de sodio y potasio

10%

0.1%
0.2%

Esta solucién es estable por 2 meses a temperatura ambiente.
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2.7.2 Reactivo A

Se mezclan partes iguales de una solucidn de hidroxido de sodio
0.8N, SDS 10%, agua destilada y solucion stock CTC.
Esta solucidn es estable por dos semanas a temperatura aambiente.

2.7.3. Reactivo B

Reactivo de Folin-Ciocalteu 1.0 Vol

Agua destilada 5.0 Vol
2.7.4. Desoxicolato de sodio (DOC) 0.15%
2.7.5. TCA 72%

2.7.6. Solucion proteica para la construccién de la curva patrén

Albumina de suero de bovino 1 mg/ml
2.8, Ac. Dietilditiocarbsmico 5 aM
2.9. Proteinasa K (Sigma Chea. Co.) 1 mg/ml

3.0. Preparacion da bolsas de diilisis

Las bolsas de.dialisis se hierven dos veces con NaHCO, durante
10 minutos y dos veces con EDTA S aM por 10 minutos. Se guardan
en ;efrigeracién con EDTA SaM y etanol al 10%.

En el momento de usarse las bolsas se cnjuagan con agua
desionizada.

3.1. Preparacidn de protamina
Se prepara una solucion al 10% disolviendo 10 g de protamina en

10ml de agua, se le adiciona suficiente HCL 6N hasta obtener un
pH.de 7.8, se afora a 100ml con agua desionizada.
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4.0. Preparacisn de resinas
4.1. Dietilaminoetil-Celulosa (DEAE-Celulosa,Sigma)

Se coloca 58 de DEAE-Celulosa en 75ml de HC10.S5N agitando
suavemente durante 45 minutos a intervalos de 15 w®sinutos a
temperatura ambiente. La resina se colecta por filtracién al
vaci{o lavindola con agua destilada hasta llegar a pH 7.0.

La resina se resuspende en 80ml de KCl1 0.05N y Be 1lleva a PpH
7.2 con HCl 0.0SN. Se agita suavemente durante una hora, a
intervalos de 15 minutos a temperatura ambiente. Se retitula a
pH 7.2 y se apgita cada 30 minutos por dos horas . Se retitula
una vez mis a pH 7.2 y se decanta eliminando los finos y materia
particulada.

La resina se resuspende en solucidn amortiguadora A.

4.2. Fosfocelulosa (Whatman, P-11)

Se coloca 1g de fosfocelulosa en 35 ml de HCl 0.2N-1:1 en etanol
al 95% durante 30 minutos agitando Buavemente a temperatura
ambiente. Se deja reposar y el sobrenadante se decantaeliminando
los finos y materia particulada, La resina se colecta por
filtracion al vacf{o 1lavindola 3 veces con 175 ml de agua
destilada.

Se lleva a pH 7.0 con NaOH 1N y se resuspende en 35m1 de NaOH
0.1N agitando 30 minutos a temperatura ambiente. Se deja reposar
y se decanta el sobrenadante eliminando los finos y materia
particulada. La resina se colecta por filtracidén al vacio.
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Se resuspende en 35 »1 de EDTA 1mM agitando 30 minutos a
teaperatura ambiente. Se deja reposar y se decanta eliminando
los finos y la materia particulada. La resina se colecta por
filtracion al vacfo y se lava 3 veces con 175 ml de agua
destilada. Se lleva a pH 7.0 con HCl 1N.
La resina se resuspende en la solucidn amortiguadora B.

4.3. Sefadex G-150 (Sigma Chemical, Co.)

El gel se pone a hinchar en agua desionizada a 4°C  durante 48
horas. Se decantan los finos, se monta la coluwna y se equilibra
con la solucisn asortiguadora B (2.2.2)

METODOS
1.0. Obtencidn del extracto celular
1.1. Extracto de hojas

Lae semillas de wal{z fueron desinfectadas con hipoclorito de
sodio 0.01% y germinadas sobre un sostén de agrolita. Pasados 10
df{ as de germinacié4n, las hojas fueron removidas y trituradas con
hielo seco. Se resuspendieron en 2.5 volumenes de acuerdo al
peso y re homogenaron en un Polytron por 25 segundos a mixima
velocidad. Todas las sanipulaciones se llevaron a cabo a 4°c.

Bl extracto se centrifugd a 7,000 x g durante 15 minutos. La
pastilla obtenida de ésta primera centrifugacidn fue
resuspendida en 1.5 volumenes de buffer (2.la) y se homogens con
ayuda de un polytron a mixima velocidad durante 25 segundos. Se
centrifugsd a 7,000 x g por 15 aminutos; el sobrenadante obtenido
de #sta segunda centrifugacidn se mezcld con el anterior y se
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centrifugd por Ultima vez a 7,000 x g durante 15 minutos.

El sobrenadante total obtenido se centrifugé a 100,000 x g
durante 2 horas a 4°C. La pastilla se desechd y el sobrenadante
fue utilizado como fuente enzimatica.

1.2. Extracto de ejes embrionarios

Ejes embrionarios obtenidos wmanualmente de las semillas
{aproximadasente 3 g), fueron resuspendidos en 2.5 volumenes
(relacivn del peso fresco de los ejes a volumen de solucién
amortiguadora) de solucion amortiguadora (2.1).

Se homogend con la ayuda de un Polytron, durante 25 segundos a
mixima velocidad siguiendo un protocolo idéntico al reportado en
1.1.El sobrenadante as{ obtenido se utilizé como fuente
enzimitica pavz los pasos posteriores de purificacion (FRACCION
I). :

2.~ Preparacion del DNA Activado (segitn Aposhian y Kornberg,
1962) '

Se hacen reaccionar 0.25mg de DNA de timo de ternera (Sigma)
disuelto previamente en 1wl de solucidén amortiguadora de
activacidn (2.3) con 5x10 ‘mg de DNAsc I (Sigma). Se incuba 15
ainutos a 37°c y se calienta S minutos a 77°C; finalmente se
pasa a un ba%o de hielo.

3.- Determinacidn de la actividad de DNA polimerasa

3.1. La actividad de DNA polimerasa fue ensayada en un volumen
final de 100 ul, que contenia la mezcla de reaccidn (2.4) y de
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20-40u1 del extracto proteico ¢ de las fracciones de la columna.
Las muestras se incuban a 37°C durante 30 minutos. La reacci¢n
se detiene agregando 100 pl de'una solucién de DNA de esperma de
arenque (2mg/ ml,Sigma Chea. Co ) y 2ml de TCA frio al 10X . Se
colocan en hielo durante 30 minutos.

La radioctividad en forma de TCA insoluble Be colect¢ filtrando
a través de filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros
se lavaron primsero con Sml de TCA frfo al 5% y luego con Sml de
etanol. Se secaron perfectamente y se transfirieron a frascos
que contenian liquido de centelleo. La cantidad de radiactividad
(cpm) se detersind en un contador de centelleo PACKARD TRI CARB.

Una vunidad enzimatica fue definida como un pmol de
desoxitimidina incorporada a 37°C durante 30 minutos.
3.2. Efecto de Inhibidores

Laa fracciones se ensayaron como se describid anteriormente,
adicionando las siguientes sustancias para observar su efecto.

3.2.1 N-etilaaleimida (NEM), concentracién final 10 sM disuelta
en dimetil sulfdxido (DHSO).

3.2.2 Afidicolina (AFi) concentracidén final SO pg/ml disuelta en
DHSO.

3.2.3 Didesoxitimidina trifosfato (ddTTP) a wuna concentracidn
£inal de 3.12 x 10"° M., disuelta en agua.

Para el caso de NEM y Afidicolina se incluyen controles con el
disolvente utilizado (DMSO) a una concentracién final del S%.
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4.0. Determinacién de la concentracién de proteina
4.1. Método modificado del Lowry (Peterson, 1977)

Las muestras problema (de 10 a 20n1) se 1llevan a un volumen
final de 1ml con agua destilada.

A cada una de las muestras se les agrega 0.1ml de DOC (2.6.4)
mezclando y dejando reposar 10 minutos a teamperatura ambiente.
Pasado é¢ste tiempo se le agrega 0.1 ml de TCA frio al 72% y se
colocan en hielo durante 15 minutos.

Las muestras se centrifugan 15 ainutos a 3,000 rpm, el
sobrenadante se desecha y la pastilla Be resuspende en 1 ml de
agua destilada y 1ml de reactivo A (2.6.2), se mezcla y Be deja
repésar 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se
le adiciona 0.5ml del reactivo B (2.6.3) se agita y se deja
rTeposar durante 30 minutos a temperatura ambiente., Se 1lee 1la
absorbancia a 750na.

A partir de la solucidn stock de albumina de suero de bovino
(2.6.6) se preparan soluciones de diferentes concentraciones de
albumina deade 0 hasta 200ug/ml, en un volumen final de 1ml. vy
se sigue el mismo procedimiento descrito anteriormente.

4.2. Método Espectrofotométrico

Se determinsé la absorbancia de una solucidn dilufda de proteina
tanto a 280 nm como a 260 nm y se aplicd la siguiente formula.

Concentracién de Proteina

(mg/ml) = 1.45 Azau - 0.74 Ao
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RESULTADOS

"Aislamiento de la actividad de DNA polimerasa de hojas de
maiz"

Los trabajos reportados anteriormente en el laboratorio,
enfocados a la purificacién de alguna actividad de DNA
polimerasa, han partido de estudios realizados en ejes
embrionarios de semillas de maf{z. Sin embargo, la cantidad de
ejes que se requiere para lograr varios pasos de purificacidén
es grande y esto hace al trabajo lento y laborioso.

Con base en los fundamentos anteriores y dado que el objetivo
final del trabajo es purificar 1la DNA polimerasa que esté
presente en mayor proporcidn, se decidid usar como fuente para
la extraccién de la enzima a las hojas de plintulas de wmalz,
esperando no encontrar diferencias entre éstas y ejes
embrionarios, ya que eB un tejido que esti en crecimiento y
necesita de la accidén de 1la DNA polimerasa.

El extracto de plantulas de maiz obtenido como se indica en
Material y Métodos (1.1) fue ensayado para detectar actividad de
DNA polimerasa. Los resultados en todos los casos fueron
negativos, ya que nunca se observéd algun tipo de actividad,
tanto en extracto de hojas como en wmeristemoes apicales y
radicales. Estos resultados contrastan en gran medida con los
encontrados anteriormente, ya que no se habia reportado ningun
problesa para detectar actividad de DNA polimerasa ni atn en
ejes esbrionarios de semillas no germinadas, equivalente a
un tejido que no se encuentra en proliferacion.

Aun mas, cuando el extracto proveniente de hojas era adicionado

a extracto de ejes embrionarios de semillas no germinadas
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(Cuadro III) en cantidades equivalentes de protefna, ¢ste ultimo
se vela inhibido un 93%. Estos resultados suger{an la presencia
de un inhibidor en el extracto de hoja o bien, una accidén
elevada de nucleasas y/o proteasas que hicieran imposible
detectar la actividad de la DNA polimerasa en el ensayo.

con el fin de conocer 1la npaturaleza de 1a inhibicidn, se
realizaron los siguientes experimentos:

Al extracto de hojas de maliz se le adiciond ac.
acetilditiocarbsmico (5 mM) antes de 1la centrifugacidn a
100,000x g, obteniéndose una fraccidén sBoluble clara 1libre de
fenoles.

Los fenoles son compuestos que pueden inhibir 1la accidén de
muchas enzimas y se sabe que en plantas como espinaca (Misumi
and Weisabach, 1982) cuyo contenido de fenoles es muy bajo, no
ha habido dificultad para la purificacién de la DNA polimerasa.
La fraccisn soluble libre de estos compuestos fue ensayada y los
resultados no mostraron actividad de DNA polimerasa.

Para descartar la posibilidad de que el inhibidor fuera de
naturaleza orginica, el extracto proveniente de hojas fue
tratado con éter. La porcidn no etérea se mezcldé con el extracto

a4

proveniente de eles embrionarios agr cantidad

equivalentes de protefna. Los resultados encontrados (Cuadro IV)
indican que existe una inhibicidn de un 80X del extracto de ejes
eabrionarios, lo que descarta la posibilidad de que la pérdida
de actividad se deba a un compuesto de origen orginico.

Experimentos realizados en el laboratorio en forma paralela, han
demostrado que existe una gran actividad de nucleasas en ei
extracto de hojas. No obstante, el tratamiento de éste ultimo
con proteasa no es suficiente para impedir la inhibicidn del
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CPM % DE INHIBICION

Extracto de ejes

A . 5030 -
embrionarios

Extracto de hoja 400 -

Extracto de ejes
350 93

embnionanos + extracto

! d2 hoja
L

CUADRO lllInibicidn de la actvidad de DNA Polimerasa en una mezcla de ext. dé
ejes embnonaris y ext, de hojas

CPM % DE INHIBICION
Extracto de ejes
embrionarios 2537 --
Extracto de hoja 80 N
tratada con éter
Ext. de ejes embrionarios
+ Ext. de hojas tratadas 518 80
con éter

CUADRO V. inhibicion de la activdad de DNA Polimerasa en una mezcla de ext.
de ejes embrionarios y ext. de hojas tratadas con éter
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extracto de ejes embrionarios al ensayarse con cantidades
equivalentes de proteina (Cuadro V).
Lo anterior demuestra, que s8i bien las nucleasas pueden ser una
causa importante que impida detectar actividad en el ensayo, no
es posible descartar la presencia de un inhibidor fisioldgico en
la planta, cuya naturaleza no fue ficil de conocer.

Todos los resultados anteriores dan lugar a una serie de
preguntas que tienen que ver con el mecanismo de regulacidsn de
la DNA polimerasa en maiz. Seria notable destacar la importancia
que tendria la presencia de un inhibidor natural en ese estadio
de desarrollo, asi como las diferencias en los wmecanismos de
regulacién entre plantas de distintas especies.

Sin embargo, dado que el objetivo principal de éste trabajo es
la purificacién de la DNA polimerasa presente en mayor
proporcidn, se procedié a usar el método previasmente reportado
para el aislamiento de la DNA polimerasa en malz (Vizquez,
1986) , utilizando ejes embrionarios de semillas no germinadas.

“Purificacidn de la DNA polimerasa de ejes embrionarios de
semillas no imbibidas”

Todos los pamos de fraccionamiento y cromatograf{a se realizaron
a 4°C Yy en presencia de PMSF (0.3mM) para evitar la p<rdida de
la actividad enzimatica.

1.- Fraccionamiento

A la fraccicn I, obtenida como se indica en métodos (1.2), se le



% INHIBICION |

DEAE -Celulosa

ddTTP NEM Afdicolina
0 lavado 0 13 1%
W 100 mM 81 56 0
Fosfocelulosa ddTTP NEM Afidicolina
(%) lavado 37 0 0
(1%} 200 mM 38 52 0

CUADRO VII. Efecto de los inhibidores en ia actidvidad de ONA polimerasa

obtenida en los diferentes pasos cromatogtaficos.
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adiciona lentamente 10 pl/ml de una solucidén de protamina al 10%
(Materiales 3.0) La suspensién resultante se agita durante 30
pinutos 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 amonio ( 0.277gr/ml) adicionindolo lentamente y
evitando un cambio en el pH. La solucidén se agita por 30
minutos y la pastilla se colecta centrifugando a 15,000x g
durante 10 minutos.

El sobrenadante se elimina y la pastilla se resuspende en 2ml
de la solucién amortiguadora con la que se va a equilibrar la
columna a utilizar.

Se dializa toda la noche contra un litro de 1la misma Bsolucidn
amortiguadora (Fraccidén II).

2.0 Cromatografi{a

Trabajos realizados anteriorsente en el laﬁoratorio nos han
peraitido conocer la secuencia en las columnas de cromatografia
que permiten un grado satisfactorio de purificacién y que
conservan la actividad de la DNA polimerasa. Se ha visto que con
1a utilizacién de fosfocelulosa como prisera columna de
cromatograf{a no se detecta ninguna actividad de DNA polimerasa.
La secuencia de DEAER-Celulosa vy Sephadex G-150 permitis una
buena purificacidén parcial (vVazq and Va R , 1988). Es
por ello, que en el presente trabajo se utilizaron dichas

columnas.
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2.1 DEAE-Celulosa

La fraccion II se coloca sobre una coluamna de DEAE-Celulosa
(1 x 14cm),previamente equilibrada con solucidn amortiguadora A.
La columna sBe lava con tres volumenes de cama de la wmisma
solucisn amortiguadora. Las proteinas retenidas se eluyen con 8
volumenes de columna de un gradiente 1lineal de 10-400 nmM de
fosfatos, utilizando 1las soluciones amortiguadoras A y [}
respectivamente. A las fracciones obtenidas se les determina la
cantidad de protefina y la actividad de DNA polimerasa.

.La Fig. 1 muestra el perfil de elucién de la DNA polimerasa
después de su cromatografia sobre una columna de DEAE-Celulosa.
El pico de maxima actividad se encuentra a una concentracisn de
fonfatos de 120 mM. Las fracciones que mostraron actividad B&e
Juntaron y concentraron aproximadamente 25 veces, utilizando
para ello polietilenglicol (PEG 20,000) en frio (Fraccicén III).

2.2 Sefadex G-150

La fraccion IIi se coloca sobre una columna de Sephadex G-150
(0.7 x 20cm)}, equilibrada previamente con solucidn amortiguadora
B. La columna Be lava con 1.5 volumenes de columna, colectando
fracciones de 1 ml.

En la Fig. 2 se muestra el perfil de elucién de 1la  DNA
polimerasa a través de una columna de Sefadex. El pico de maxima
actividad sbarca de la fraccion 3 a la 6.

Utilizando el mismo procedimiento para ejes embrionarios no
imbibidos, hemos encontrado diferencias en los patrones
cromatogriaficos, principalmente en DEAE-Celulosa. La enzima
pregsente a 3 h y 24 h de imbibicidn se eluye a una concentracién
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Fig. 1 Perfil de elucién de la DNA polimerasa sobre una columna de DEAE-Celulo-
sa. La fraccion Il se aplicd a una columna de DEAE-Celulosa (1 x 14 cm), pre--
viamente equtlibrada con solucién amortiguadora A {10 mM de fosfatos), se lavd
con 3 volimenes de fa misma solucion amortiguadora. Las proteinas retenidas se
eluyeron con 8 volimenes de columna de una gradiente lineal de 10-400 mM de
fosfatos. Se colectaron fracciones de iml con un flujo aproximado de 15 mith,
Proteina (o--); Actividad (¥---¥);Fosfato de Potasio (---).
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Fig. 2 Perfil de eluctdn en Sefadex G-150 de la actividad de la DNA poli-
merasa. La fraccion I (1 ml) se aplicd a una columna de Sefadex G-150,

previamente equilibrada con solucion amortiguadora B (60 mM de fosfato

de potasio). Las proteinas se eluyeron con 1.2 volumenes de columna de la
misma soluctdn amortiguadora, colectando fracciones de 1 mi con un fiujo

aproximado de 3 mlthr.Proteina {o-~o)actividad de DNA polimerasa (¥——%),
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de fosfatos de 240 * 20 mM. En ejes embrionarios no imbibidos,
la proteina eluye a una cohcentracién de 100: 30 mM.El patrén
obtenido en Sefadex G-150 es también diferente observindose un
desplazamiento hacia pesos moleculares menores.

Con el fin de resolver éstas diferencias, se modificéd el segundo
paso de purificacidn del procedimiento I. Dicho caabio consistia
en usar una columna de intercaambio cati¢nico (Foafocelulosa) en
lugar de una columna de exclusidén molecular (Sefadex G-~150).

2.3 DEAE-Celulosa

La fraccién II se coloca s8obre una coluana de DEAEK-Celulosa
{1 x 1l4cm) como se indicd previamente (2.1).

Para ejes embrionarios de 3h y 24h de imbibicidn se ha reportado
que no existe actividad de DNA polimerasa en las fracciones de
lavado, motivo por el cual no se ensayaron dichas fracciones en
el procedimiento anterior (I). No obstante, dado que el
comportamiento cromatogrifico de la DNA poliserasa que sBe
encuentra en ejes eabrionarios no imbibidos d.it'iere notablemente
del reportado anteriorsente , en éste paso de purificacién se
ensayaron todas 1las fracciones, tanto del lavado como del
gradiente.

La Fig. 3 muestra el perfil de elucidn de la DNA polimerasa a
través de la columna de DEAE-Celulosa. La actividad de 1la DNA
polimerasa mostrd dos picos, uno de layor‘ actividad especifica
en la fraccidn del lavado y otro de aenor actividad especifica
que eluye entre 70-80 mM de fosfatos.

Las fracciones del pico II ,- con una mayor actividad total vy
una mayor cantidad de proteina (Cuadro VII)-,se juntaron y
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concentraron aproximadamente 20 veces con polietilenglicol (PEG
20,000). Fraccidén 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
uM de fosfatos es el que Be utiliza para el siguiente paso de
purificacién, ya que esm el que presenta una mayor actividad
total y una mayor cantidad de proteinas.

2.4 Fosfocelulosa

La fraccion IIXI' se coloca sobre una coluamna de fosfocelulosa
(1 x 8cm.) previamente equilibrada con solucidén amortiguadora B.
La columna se lava con 3 volumenes de cama de la misma 8olucidn
amortiguadora. Las proteinas retenidas se eluyen con 8 volumenes
de cama de un gradiente lineal de 60-400 mM de fosfatos.

El pérfil de elucidn a través de ésta columna ( Fig. 4 ), mostrdé
dos picos de actlvidaq. VUno de ellos en la fraccisn de lavado y
" el otro que eluye a una concentracicn de 200 mM de fosfatos.

El esquema completo de purificacidn se muestra en el Cuadro VI.

2.5 Inhibidores

Los picos de aétividad obtenidos tanto de DEAE-Celulosa como de
fosfocelulosa fueron sometidos a la accidén de distintos
inhibidores. La accién de ¢atas sustancias sobre las diversas
DNA polimerasas de animales han sido plenamente caracterizadas
(Ikegami, ot al., 1978; Ohashi, et al.,1978).Los resultados se
muestran en el Cuadro VIII.
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Fig. 3 Perfil de elucion de la columna de DEAE—CéIqusa de la actividad de
DNA Polimerasa de ejes embrionarios no imbibidos. La fraccién Il 2ml} se

aplicd a una columna de DEAE-Celulosa (1 x 14 cm), previamente eguilibrada
con solucion amortiguadora A (10 mM de fosfatos), se lavd con 3 volimenes
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eluyeron con 8 volimenes de columna de un gradiente lineal de 10-400 mM -
de fosfatos. Se colectaron fracciones de 1 ml, con un flujo aproximado de
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Fig. 3a. Actividad de la DNA polimerasa a través de una columna de
DEAE-Celulosa representada en uni/ml. o---o0 Proteina, ¥----% Acti-
vidad, ---~ Fosfato de Potasio.
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Fig.4 Perfil de elucion de la columna de Fosfocelulosa de la actividad de
DNA Polimerasa de ejes embrionarios no imbibidos.

La fraccién ) (2 ml) se aplicd a una colurmna de tosfocelulosa (1 x B cm)
previamente equilibrada con solucion amortiguadora B (60 mM de fosfatos)
se lavd con 3 volimenes de columna de 1a misma solucion amortiguadora.
Las proteinas retenidas se eluyeron con 8 volumenes de columna de un gra-
diente lineal de 60-400 mM de foslatos, Se colectaron fracciones de 1 m!
con un Hujo aptoximado de 15 mifhr. (o~~0) Proteina; (x~-%) Actvdad Espe-
cifica; {(---)Foslato de Potasio.
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Ejes. embrionarios
Ohrs. de imbibicion (2-3ar)

1

Homogeniza

Centrifugacion 5,000 rpm 15°

Reestraccion,centrifugacion

Elminar pastilla

Ehminar pastilla

Eliminar pastilla

Etminar sobrenadante

Proc. | Sefadex G-150

T~

SN

N,

AN

Sobrenadante
Centrifugacion 100,000 x g 2hrs.

(FRAC. &

- Sobrenadante
Precipitar con protamina 10%

Agitar 30°a 4 C
Centufugar 15,000 x g 10°

Sobrenadante

Precipitar con sulfato de amonio 45%
Agitar 30".Centnfugar 15,000 x g 10"

Pastilia resuspender butfer fostatos

Datzar  FRAC.H)

|

DEAE-Celutosa  (FRAC. 1

N

Fosfocelulosa Proc. #
FRAAC. V)

CUADRQ VI, Esquema completo de purificacion de 'a DNA polimerasa.
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FRACCION PROTEINA ACT. TOTAL ACT. ESP. VECES
{mg/ml) {unifml) {unizmg) PURIF,
Ext. crudo N7 209 0.07
Precipifado
145% de Sulfata de Amaniol 219 429 019 a7
DEAE-Celulosa
Ilavado 0.35 159 4.9 643
1 {100 mid} 95 325, . 034 48

.Foslacelulasa (DEAE pico 1}

I lavado 0.75 384 5.2 Lkl

1% {200 mM) 025 167 G.7 103

CUADRO VIi. Cuadro completo de purificacion de la DNA Polimerasa obtenida o par-
tir de ejes embrionarios no imbibidos.
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Afidicolina, potente inhibidor de 1la DNA polimerasa o« de
animales muestra porcentajes distintos de inhibicion en los dos
picos de actividad obtenidos en DEAE-Celulosa. El pico de
actividad en la fraccisén del lavade (I) se inhibe en un 16%,
mientras que el que eluye a 100 mM de fosfatos (II) no presenta
inhibicion.

Los resultado obtenidos con NEM, agente bloqueador de los grupos
SH que se encuentran en el sitio activo de las DNA polimerasas
o, mostraron diferentes porcentajes de inhibicidén en ambos picos
de actividad, siendo mayor en el II (56%X) que en el 1 (19%).

En lo que respecta a ddTTP, que es un inhibidor caracteristico
de DNA polimerasa (7 en animales, ¢ste wmuestra diferencias
notables en la inhibicien. E1 pico II presenta un 81% de

inhibicién, mientras que el 1 no se ve afectado.

El pico II de DEAE-Celulosa (100 mM) a traves de una columna de
fosfocelulosa se resuelve en dos picoe de actividad, ambos con
respuestas diferentes cuando se 1les adiciona un inhibidor
especifico; esto es, afidicolina no tiene ningun efecto y NEM en
un caso no presenta inhibicidn (I®*) y en el otro inhibe en un
52% (II*). Con ddTTP ambos picos muestran un valor de
inhibicion muy similar (38%), que no corresponde directasente
con los resultados encontrados en la fraccisn i1 de
DEAE-Celulosa.



51

CPM % DE INHIBICION
Extracto de ejes
. . 3750 -
embrionarios
Extracto de hoja tra-
200 -
tada con proteasa
Ext. de ejes embrionarios ’
+ Ext. de hoja tratada 720 80
con proteasa

CUADRO V . Inhibicidn de fa actividad de DNA Polimerasa en una mezcla de exi-

tracto de ejes embrionarios y extracto de hojas tratadas con proteasa.
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DISCUSION

Los intentos de purificar a la DNA polimerasa de 1los extractos
provenientes de hojas resultaron fallidos; en ningunc de 1los
casos fue posible detectar la actividad de ¢sta enzima. Mis aun,
se demostré que este extracto presentaba un caracter
inhibitorio, ya que al mezclarse con uno de ejes embrionarios,
la actividad de DNA polimerasa de égte  dltimo decaia
notablemente ( Cuadro III ).

Algunos tratamientos en el extracto de hojas no evitaban la
inhibicidén en el de ejes embrionarios ( Cuadros IV y V ).

No se ha reportado anteriormente ningin problema para detectar
la actividad de DNA polimerasa en hojas {( Mckown and Tewari,
1984; Misumi and Weissbach, 1982). Sin embargo, en el caso del
maiz existe un inhibidor que no permite detectar su actividad vy
que ademis no Be separa facilmente de 1la enzima =mediante
distintos procedimientos. ’

Es notable destacar la importancia que tienen estos resultados
en vias de elucidar un mecanismo de regulacién de 1la DNA
polimerasa en ese estadio de desarrollo.

Se ha reportado anteriormente 1la purificacién parcial y
caracterizacién de la DNA polimerasa que se presenta a 3h y 24h
de imhibicidn en ejes embrionarios de malz (Vazquez and
Vizquez-Ramos, 1988). Utilizando un esquema de purificacisén que
consistia en una columna de intercambio anidénico (DEAE-Celulosa)
y otra de exclusion molecular (Sefadex G-150), los resultados
obtenidos mostraron que no existfan diferencias significativas
entre las enzimas encontradas a asbos tiempos de imbibicidén y en
los dos casos las DNA polimerasas presentaban una gran densidad
de cargas negativas, ya que era necesario utilizar una fuerza
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idnica de 240 %20 mM de fosfatos para poder despegarlas de 1la

resina.

El perfil de elucién a través de Sefadex G-150 mostré que la
actividad de DNA polimerasa se encontraba en las primeras
fracciones tanto para la enzima de 3h como para la de 24h,
indicando que eran proteinas de alto peso molecular
(aproximadamente 90,000).

En el caso de los ejes embionarios no imbibidos, la actividad a
través de una columna de DEAE-Celulosa eluye a una concentracidn
de fosfatos de 100 %30 aM (Fig. 1). Este pico concentrado vy
aplicado a una columna de Sefadex G-150 (Fig. 2) wmostr¢ un
amplio rango de actividad ( fraccién 3 a la 6).

Estos resultados contrastan notablemente con los obtenidos para
ejes embrionarios imbibidos por 3h y 24h.

Cambjos en el esquema de purificacién permitieron obtener picos
de actividad que no se habl{an detectado anteriormente.

A través de DEAE-Celulosa se observaron dos picos (Fig. 3), uno
de ellos que se obtiene en el lavado y el otro a una
concentracisn de 100 30 aM de fosfatos.

El pico de mayor actividad total (II), a través de una columna
de fosfocelulosa se resolvidé en otrom dos picos de actividad
(Fig. 4).

La caracterizacién de estos picos se realizé en presencia de
inhibidores especificos para DNA polimerasas de animsales, como
son afidicolina, NEM y ddTTP.

En el caso de las actividades encontradas en DEAE-Celulosa su
respuesta a inhibidores es claramente diferente. La proteina que
sale en las fracciones del 1lavado no wsuestra inhibicidén por
ddTTP, pero el hecho de que afidicolina y NEM no presenten una
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inhibicién mayor, descarta la posibilidad de una polinmerasa

tipo a.

La enzima presente a 100 mM muestra una inhibicion notable con
ddTTP y ninguna con afidicolina, sin embargo, el hecho de que
NEM inhiba mis de un 50X no concuerda con las caracteristicas
que presenta una polimerasa (7 de animales.

En los picos de actividad obtenidos por fosfocelulosa,
afidicolina no muestra ninguna inhibicion y NEM inhibe un S22 a
la protef{na que eluye a 200 mM de fosfatos y no tiene ningun
efecto on la enzima que se encuentra con 1las Iracciones del
lavado. Estas respuestas concuerdan con las caracteristicas que
prescnta la proteina que se cargé a la columna. No ohbstante, la
respucsta a ddTTP es dificil de explicsr - (Cuadro VI1ID). Si
suponemos que 1a enzima se encuentra cn  forma de un  complejo
polipeptidic6 y que las dilerentes subunidesdes le confieren
caracteristicas particularcvs, es posible penear que al pasar por
la colurna perdic parte de la subunidad que ﬁe conferva
sensibilidad para #ste inhibidor. Si ento en particular ocurridé
en la frazecidn I* de lavado, es intevesante observar que podria

tratarse de una DNA polimerasa tipo f3.

La actividad total de 1la enzima aislada a partir de ojes
embrionarios durante 3h, sicmpre es menor qQue la de la enzima
aislada de ejes cmbebldos por 24h (Vazquez, 1986). Sin enbargo,
para el caso de ejes embrionarios de Oh de imbibicidén se obscrve
que su actividad es aun menor que la de 3h (Cuadro IX).

Estos resultados muestran que durante la imbibicion de 0 a 24 h,
la actividad de la DNA polimerasa aumenta cerca de cinco veces.

Adicionalmente, se ha encontrado que la citocinina benciladenina
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estimula la actividad de 1la DNA polimerasa y uno de los
mecanismos propuestos s la fosforilacion de la enzima
{Vazquez-Ramos and Reyes, 1989 sometido).

drrs. 3 hrs. 24 hrs,
ACTIVIDAD TOTAL
203 ¢+ 34 0.7
{ydimi}
e innlin
CUAZRD B, Artvidad total de fa DMA palimerasa durarte la germmacion.

Podemos suponer, dado que no existe ningun aumento considerable
en la sintesis de DNA polimerasa en las primeras horas de
imbibicidén (Vazquez Ramos et al., 1988), que uno de los
secanismos que afectaria la actividad de #sta enzima seria 1la
fouforilacisn, la cudl ademas, cambiaria sus caracteristicas
cromatograficas.

Por otra parte, el aumento de hasta cinco veces en actividad de
la DNA polimerasa para las 24 horas de imbibicidén puede deberse
a )a s{nteBis de nueva proteina mis que a una modificacidén de la

preexistenta.

Para el caso de embriones de trigo, se ha propuesto que 1la
s{ntesis de la DNA polimerasa comienza en las primeras horas de
la geraminacisén. Adélas. otros estudios indicaron que existe un
incremento en la actividad de la DNA polimerasa en nucleos a 1lo

largo de ¢sta (Castroviejo et al., 1979},
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La actividad encontrada en las fracciocnes del lavado a traves de
DEAE-Celulosa en: ejes embrionarios no eabebidos puede ser
tentativamente explicada si asumimos que esta enzima es un
vestigio del estado de embriogénesis durante el cual fue
almacenada intacta a lo largo de la desecacién de la sBemilla vy
degradada inmediatamente después de la imbibicion.
Otra explicacidn posible, es que sea el resultado de la accidn
proteolitica.

Resultados similares han’ sido obtenidos para el caso de
embriones de trigo (Castroviejo et al., 1979).

L.a utilizacion de la columna de fosfocelulosa como segundo paso
en el esquema de purificacion también marca una diferencia wuy
importante con respecto a los’ resultados reportados
anteriorsente. En ejes embrionarios de 3h y 24h de imbibicidn 1la
actividad no se conservaba al pasarla a través de una columna de
este tipo.

Por otra parte, a traveés de ésta columna se obtiene una
purificacion de la fraccidén II* de 100 veces, que comparandola
con la obtenida para ejes de 24h con el protocolo anterior, es
mas eficaz, ya que se partis de una actividad total y de una
cantidad de proteina menor. '

Fipalm~nte, es necesario observar que 1las actividades de DNA
polimerasa en plantas superiores en presencia de inhibidores
espec{ficos para polimerasas animales, no responden de forma
similar y se hace necesaria la obtencién de anticuerpos para
poder detectar actividades diferentes de DNA polimerasa vy
descartar la posibilidad de que unicamente sean el producto de
la actividad proteolitica.
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CONCLUSIONES
1) Parece existir un inhibidor en semillas germinadas y
plantulas de maiz que impide detectar 1la actividad de DNA
polimerasa.
2) Fue posible separar, -mediante cambios en el esquema de

purificacidn-, actividades diferentes de ésta enzima.

3) Lae DNA polimerasas en ejes embrionarios no embebidos (Oh)
presentan caracteristicas diferentes, -en cuanto a su

. comportamiento cromatografico y su renpuesté a inhibidores-, en
comparacién con las que se encuentran tanto a 3h como a 24h de
imbibicisn.

4) Las DNA polimerasas en plantas superiores 'pnrecen no
responder de la misma forma que las DNA polimerasas de animales
cuando Be les adiciona inhibidores especificos para éstas
Gltimas.
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