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1, -INTROBUCCION

'g:Lés;nc dCotilédééeégggﬁn piahtas dé'Vital_impartancia en la
' §1i;e —idriidela hum;ﬁiﬁaa; De éstas, las aramineas guz incluyen
4 Qn;bituyén .quiié las fuenbes de alimento mas
igrahdf 'e ihéortanteé =l mundao.

57‘72 Un;ﬁueﬁraJempl0 de ezte tipo de plantas =g el mnaliz (Zea mnays
L); qQue en nuestro pals e el cereal dz pmayor consumo. Por  ellco,
es fundamsntal conocer & fondo los mecanizmes bicquinicos que
actdar durantev la germinacidn Tdel malz ¥y qus  permnlten =1
ecstablecimiento de la plaintula. El conocimiento profundo de este

Proceso permitira diseRar estrategias Para aumentar la

productividad de este cultive.

LA SéMILLAf;LaV s=nilla s deriva del dvule fertilizado.
Cuardao maaura 2s la forma mediante la cual =1 ruevo  individuo se
disparsa., La gsemilla coupa una posicidn crfitica en la vida de las
plantas superiores.kEl  =stablecimiente con éxito d=l [ AV
1thdividuo  depende en gran medida de las caracter{sticas
fisioldgicas v bioquimicasz de la semilla. 1 qultivo de la mavoria

de lag especiss de  importancia para =l hombre depsnde de  la
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Asrmninacidt de 2emillas. s adn, Ia
cereales v legumincsas ol 2llas mismaz  fusnbes ehormes de
alimznta, cuya impotrbancia reside en las  reservas de probeinas,

aimiddn v aceite gue se acunularon durante su  desarrolle v la

maduracidn (Bewley v Hlack, 1986; bMurray,bD.R, 19&5).

Er casl Lodos los casos, las siguientes estrucluras FpUzdern  ser



rodﬁéiao‘tqmo restltado de la: fusidn

Mascdiiﬁo‘?§1 l6é"da§ :ﬁutleos  é6iéres
triploide del endospermos (4) El embr;éﬁf—queleg;el!:Fééuitadﬁ de
la fertilizacidn de la cosferalszl évgloi?p&r él ﬁﬁcléo masculino.
El embridn consiste del eje embrionario’y gnoro mas cotiledorezs.
El eje émbrionario consiste del hipocotilé,al cyal  estin unidos
los cotiledores, la radicula vy la pldmula(el sdpice del tallo con

la primera o grimeras hojas verdaderas) (Bewley vy Black, 1373).

GERMINACION. )

£ la literatura cient{fica =1 término germinacidn se  usa
frecusntensrte con desculdo v alaunas veces ircorrectamente v o por
tants es importante aclarar su sianificado. La Qerminacidén
comienza cors la toma de agua por la semillal(imbibicidém) v termina
‘mon el comienzo de la elongacidn del eje embrionario,  usualmenbe
la . radicula. For tanto incluve numerosce  eventos, Ve 9v .
fiidratacidin de protelrnas, camnbios estructurales subcelulares,
respiracidn, sintesis de macromosléculas vy ozlongacidn calulars
ninguwo de esbos es exclusivo de la aerminacidn,. Fero sy efecto
comtrado =3 Bransformar un enbridn en reposo y o deshidratado  con
ur mzbabolisme apanas debactainle & unn Que poses un metabolisno
V1Qaroso qQuee culinina con el crecimiento. La germinacidn en sentido

1

i

westricto, por tamto, no incluye el crecimiento de la elantula,
cual  comienza  clangos la  aerminacidn ha terminado (Bewley vy

Black, 19863 Murray, b.R.ed. , 1934) .

]
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CPara que una semilla’ pue

éerminacién, debera calotéfae‘ i;oﬁditiones faVbFaﬁl&s.j
c&ndﬁc1ones medioambientales'dé maYoE iﬁéoftancia Que sé réquieréhﬁ”
para gue este procesc se lleve a efecto son: un aporte suficiente
de agua, Loemperatura vy mezcla de gagés spropiadas v, pata  alaunss

semillas, la presencia de luz (VAzguez Ramos, A., 1936).

[

El perfads inicial de absocrcidn  de agua, dercminad
imbibicidhn, sa presenta como wna hidratacidén de las paredes
celulares v da los coloides citoplasmiticos. La canbtidad de  agux
absorbida por la semilla depends de fackorss propios vy del medio
ambliente (Bawley y RBlack, 1972).

Los requerimientos de srerafa de la semilla generalmente sot
proporcionades por 1oz prooesos  de oxidacidn en prasencia de
oxfgero, lo cual irvolucra el intercambic gasecaso, esto es, sulida
e bidxido de carbono v enbtrada de oxi{getw. La compozicidn de los

la =emilla pusde afectar a la gernibacidn
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Jase

(B=wley vy Black, 1'338).,
La bemperatura Sphima para =1 desarrollo dezl enbridn varia de

zie v las cordicicores ambierntales. Para cada

N

acuards con la asp
especie, existez uma bemperatura mdxima vy una minima, por arriba o

deba)io de la cual la germinacid no se lleva a  =fecbo (Bewley vy

Black, 1378).
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datallans:

in;tiaimeﬁte urr marcade incremsntoe en el
cosume  de  oxiaenc | gque puéde ser atribuldo en parte a la
activacidn e h;dratacién de enzimas mitocondriales involucradas en
el ciclo de Krebs v an la caderna de  trancporle de slectrores.la
raespiracidén durante esta fase se incrementa  linexlmnente conforme
avariza =1 grado de hidratacidn del tejida,

FASE 1I1.-%92 caracteriza por uta fase lag en el fendmeno de la
_respiracién, raflzjado por la sstailizacidn o aumerto nuy lento
i la boma de coxigenc. Se ha completado la hidratacidn de  todas
las partes de fa semilla y todas las a2nzimas preexistentes se  han

incremento muy  pequelio en los
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acztivado, Apararbamerd
niveles de  las enzimas  resplirabtorias o oen 2l ridmero e
mibocondrias durante wsta fase. Ssta faze laa e2n alounas samillas

LmE Gebe, en parite. a gue las cubaertas u olras ezl ucturas limitan

Lrayerndo golo comt Cofsecusnsls 21 ssiablecimientsa  tamporal  de

condiciorze anaerdhiicas, Ulra  poszible causa e ests tase lag
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2g que la activacidn de la via glucalitica durante la

@b MAS Fapids qus 2l ersanblale de las mitocondrias, Esto  pusds




m et Gl EA No Sea rmmcesario invocar obro mecanismo e sintesis de

‘bESARRULLU MITOCONDRIAL Y FOSFORILACION OXIDATIVA,

Sitio de la produccidn de ATF durante la inbiticidn temprana.
La produccidn enzimdtica de ATP en &l citosol durante las
“tapas tempranas de  la  lobibicidn g2 ha propussto cono una
alternabiva de la fosforilacidn oxidabiva. £1 pracesﬁ pingsintébico

propuzsto, que no Pequiere oxfasns, invelucra por 1o neros  los

pasos siguientes:

MALATEG . MALATO DESHIDROGENASA b QKALOACETATCO
: g 4/"' w“‘ﬁsk 1\\§ FOSFOENOLPIRU~
NAD NADH VATO CARBOXILA-
C‘JZL/i/SA
CPIRUVATO ¥ ATP FOSFUENOLFIRLIVATO

PIRUVATO CINASA

ATP, diferente a la fosforilacidn oxidativa que utiliza la via de
los citeocraomos dentro de la mitocondria. La respiracidn a sstos
Liempos =g sensSible a cianuro. Existen cada vez mas aevidencias que

1 comienzo  de la

1

acsta  ruta opara  armediacamente  despuds d
wnbitiicion para producivr ATP (Bewley v Black, 1978, 1556).

Las mitocondrias en embiriones mo enbebidos v en Lejido de

£



s xnternamehte.

11 &f t:.'NCl

almadengniernto-esLar Como = a5 de

POt
beneralmcnte;v
oxidar el succinato'

de transporta de elnctrones Pntr
el NADH axdgeno v la ub:quinona,
irmediatamnanbs despuds de la hidratacidn. Aunagus 2stas vias tierzm
inicialmente una actividad baja,b cada vez ésta va siendo mas
promitente conforme avanza =1 tiempo de inbibicidn. En conbrashe,
las mitocondrias de semillas recidn enbebidas cxidan al  malate vy
al. o-cetoalutarata en muy Laja Propocrcidn, v 2l desarrollo de la

capacidad de oxidacidn wusandoe MADH  ccurre mucho  mAs  despacic

i

dutrante la germinacidm, Ademés, durants las fasses iniciales d
agarmirnacidn, las mpitocondrias pusdern o responder  en forma
evidente @ - la  adicidn de AP cuando S& usaty mulate v
a-~zebtoglutarabo Coino substrabos, v o la transicidn del estado 3 al 4
de la respiracidn noe ocurre {(Nakayama 2t z3l.,1281).

Lna caracterfistica genaral de la oxidacidn mitocorchrial  oan
zami llas es qua sea incrementa con elltiempo gz imbibicidn. Esta
pusde debersse a la eficiencia  ithcremsntada de las mitocondrias
existenbas v/ al  wncremsenbo e 21 pamers de mitocoridrias

Moreland st al.,1574).

Es abora evidente que  exister dJdog patrones diferentes  de
desarrallo mitocoandrial e samillas  enbebidas: (1) Reparacidn y
aclivacior e orgdnulos ye presentes detbroe de la =emilla
secg(&)empllflcada poe 2l Conl leddn de chichars) v (2) baogénssis

de raesvas mibocondrla s (ejzmplificads oy el cotid laddn e




la canbidad" de ATP: =1 Arado che Sy sinbesis estd balar

la Qerminacidn ha o side T estudiada
ies,paro =l misne Pdtfén gzretal siempre

samillas secas ag - aExtremadamente bajo

“ﬂiVel de ATF an
;O@éarado c§n los niveles de obros rucledtidos de  adenicalADP vy
AﬁP), o despudes de la hildratacidn se  imcrempenta muy  Fapido.
burante la fase lag de consumo de oxfasne los niveles de  ATP
Pernanecen relativamsrnte constantesy un aumento postericor & los
miveles de ATP  ocurre despuds da  la germinacidn  (Obendorf vy
Marcusz, 1974) ., El awmento de ATPF en la ssomilla estd acompafado  por
un aunento an la poza total de nucledbidos de adening, que sugiers
un requerlmients temprana pars su sinteszis dg nove . La poza  de
ATP durante la fase lag ro ez eshitica ya aus 81 la sintesis de
ATP == infnbida, v. ar. al colocar las semillas en una atmdsfers
de nitrdgeno para impedir la oxidacidn final en la mitocondria, la
poza de ATE se wutilizard répidamente, vy sus miveles disninuven .
La poza de ATF ratorna répxdam&nte & los nmiveles control  despuds

de la reintroduccidn de las semillas & wna abtmdsfera de  oxfaeno.

AL, durarnte la Tase lag, aurgus no exisle wn incremento peto en
) =]

exactamente cony 2l Srado de su ubilizacidn., La carga sernergébica

debida a sdenilabs) aumernita raépldamsnte an S2millas embebidas, vy

—

cortformse e agua permbra la singagsis de ATP es  activada. Este
Incramento 23 anpedido por Clanrofun inbtiibidor  de  la oxidacidts
barmiral). Esba observacidn apova la hipdbtesis de gque la sinbesis

2 ATF a Lisnppos temprares despuss oe la imbi
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SINTESIS DE FROTEINAS Y DE

La sintesis de protelnas es esencial para ques la - gsrainacidn

pusda Ser complatada v para auz  la  radicula wmerja.  Su inicic

despuds de la inbibicidn es, en gran medids, independiente de una

sirvthesi

"

praevia de DNA; fo obstants,  anbes de gue la germninacidn

haya terminado, =5 nuy probable quz se  requiera RNA  nuevo  para

sintesiz de protelnas(ds novo).Por  otro  lado, la sintasis

duplicativa de UNA &s  parke inbegral dgl cracimiento del eje.
entwictiario (Murray, 1734). :

La sintesis de proteinas no ccurre gﬁ la .semilla  seca, da
inicic cuande las célulags =2stinm  suficientemente hidratadas para
Fermitly gue los  riposomas 3% asocizn con o el mRNA {(Sen et

. L97S) .

=

Se e denmdstrado que arr embriones secos de  trige existe la
MEqQuUIharla Ppecesarila patta la sintesis  de protefnas (Marcus g

19703 Tarvage b al.,1970) y aus @zt 3&  ilmicra =t Lo

F

ermeros mirmbos despass de fa ambibicidn (Ozborrex, 1932).
Astinlsmo, S ha observado quse 103 pollsomas noe astin presenbaes
er las Semillias secas vy aus, duranbe la inbibicidn la fornacidn

iz sty estd correlaciconeda ot la disminucidty del  ndnero  de

o



=]l mRNA almacenado. Tambiér

laﬁggrmlnaciéh estaba aulada bor mRNA previamente sintetizado, es

decir,mRNA sinbetizado y ubilizado durante’ la z=mbricgadresis vy

almaceriado en el momento d= la formacidn de la s=milla.
Existen otros estudios que sustenbtan. la idea precedente. Chen

et L8N P68, mostraron ques exX1ste whrnivel muy bajo de sintesis

=

de mRNA  (transcripcidn)  al | inicilarse. la germinacidn en ejes
aepprionarlios  aisltados. Asf{mismo, - la observacidn de quea la
formacidn  temprana de polirribosomnas o] es afectada For

cordiceping y a-amanitina, inhibidores anboz muy efectivos de la

-

sintesis de mRNA, era eviderncila clara de que la tramscripcidn ho
25 Un procesc necesario pata la sintesis temprana de proteinas, vy
que al 1nicio  Jde la germinacidn aste Proceso funcicora
principalmente cory  wRNA  almacenado (Brooker et al.,1777). N
obstante, existern reportes gque musestran la existencia de sintesis
tenprana de RNA 2 la germinacidn.

Erm 19773, Cheura v cols. contribuysrorn ol eviderncias que
indicar que en embriorees de brigo, daspuds dae 400 mirwtos  de
wscablecida la  imbikbacidn , la sinbesis de proteinas estaba

dirigida princlpalmente por nas que  por

s mostraron
Claramente ooz 2 Lr1go la branscripocidn se [levaba a efecto tan
pronto Coms  los  ejes  embrionarlos erarn puastos oa imbibir,

detectindose tarnto FRNA comg MRNA  Foliadenilade marcadoe



enzima. estd’ presente’ tanto’ sh enbricones-de Erigo.y de cebada  aun

secos (Jendrisak v Backer, 19733 Fabisz—Kinﬁska‘ et &1,1973)s 1a
enzZima Paréce encontrarse &n la cantidad suficiente para catalizar
la sintesis de RNA inmediatamente despuds de  la imbibicidn. Ha

relevancia del mRNA de vida

o

sido dificil establecer con certeza l

larga almacenads ern las semillaz, para la sintesis  temprana de

i

protefimnas. Es provable que =1 mRNA almacenado sea el scbrante del
proceso Gz la embrioadrzsis y que las protefinas hecssarias para la

Farminacién provengan del mRNA sintetiZado de hova,

SINTESIS DE DNA DURANTE LA GERMINACION. -

La secusrcia de eventbtos bicoquimicos vy fisioldaicos, que
Pareceny sael ComuUrnas guratite la aerminacidn de =enillas de
aramireas, pusden dividirse en dos grupos: &) Eventos  temprancs;
Midratacidn, sintesis de procefnas, sintesis d= RNA vy reparacidn

del DNA, v b) eventeos tardios o secundaricos; expanisidn ozlular,

]

duplicacidn del DNA y movilizacidn de reservas (Oshorrex, 1%33).

a

l.a expanzidn de la radicula deptroa de la =zszmilla ccurrs

iniciralmente por slongscidhn celular v sU subDEeCUEntE eneraencis &

traveés de la btezta pled wzhar o rw accapalada por la Jdivisidn

1

celular. La dupllcacidn cel DNA 25 un requlzilc Nnecesarilc Para gus

l1a divizidn celular vcurra (Bewley y Black, 15%26).

U]

El tiempo en que Comlenza la tntesls duplicaciva. -del-~DNA

VEFLE e gcuerdn a ia especle Y via  desde las 4 alas - 12 Roras

15



arcads, pued— dx,p *rpartir'dei

(Vézquez y Lépez, bUb).rNo obétaﬁte,'eﬁ tiempﬁé_ﬁehpranas de la
imbibicidn exizte un pequeRo incremento gn.largﬁ;perﬁaﬁién de  la
marcas; las evidencias sugieren que estavsintezis' de INA es de
Lipo reparativo (Zarafin et al., 19%67) . S

En plantas superioreas, las evidénciés’;biﬁquimicas de la
exislencia de treparacidn de lesionasky/dr Cdrtés ern &l DNA son
relativamente recientes (Veleminzky et g_.,1977- Osborne et al.s
1934) .

Ademis de las diferentes lesiones al DNA que pernanecen =in
reparat durante 21 desarrollo del  enbridn, otras  lasiones  se
acumular durante 2} perfode en =2l que la semilla permanece en
ectado seco. For =llo, ez lnperativo gque el proceso ensimitico de
la reparacidn se reactive en 2l momento de la inbibicidn. A menos
Qe los dafos ocurridos =n 21 maberial gendtico del  enbridn sean
trepareados completanette, log aventos posteriores de la germinacidh
difi{cilmente podrin gperar adecudadamznbe.

Fara que puwadaty llevar=se a efecto dentro de la célula  los

i feranbes procesos gue involucran ai DNA, como son la duplicacidn
vy la reparacidn del mismo, sSe redqulsre d2 la accidn concertada  de
ure grarn ntmeroe de protefnass diferentes, Dentro de =llaz las  DNA

poelimeraesas-DNA deprendientee tienen urn o papel relevants en ambos

procesas (AQuellaz codificadas en =1 DNA) .

11



’ .cu;£r0 ;;
CdGTR Y TTE) &
Watson:y Ckick? A ﬁqﬁ v fligéréndose pirafosfato
(Kornbera, 1750) .

Todas las DNA polimerasas requieren de un iniciador o cebador
Q= terga Wh extrenc 3 -UH libre,.el cual pusdz sz=rr RNA o DNA,

jercer =4 accidn de polimerizacidn.

19

Para que SsEan capaces de
Requieren de un catidn divalente, nmagrnesio o manganeso, v un molde
de DNA - para sS4 accidn vy salo actdan sobre  los  prwcledsidos
S'~-trifosfatados,La rmueva cadzna de DNA se  sintetiza en forma
coinp lementaria v antiparalela en direccidn 5'-3°'.

En procarictes se ha denosstrado la existencia de tres tipos
di ferentes de DNA polinmerasas. derominadas pol I, pol I v pol IIT
de acuerdo al orden en Que fusron de scubiartas(Karnberg, 1931) . Se
fla podido esiudiar las Tunciones de cada una de estas  enzimas,
debido principalments a las razones siguientesz: la facilidad para
marejar ecle Lipo de oroarnshocs, =l bBecho de que Lienen un tiemnpo
cie generacion corto, pero sobve todo a la posibilidad de obternet

mutantes condicionales letxles de loz genes gue codiflican para

i

cada una e estas enzinas. B o=l cuadro A S rasunesn Las

mas importantes de askbas Lraes clases

<
®
g
T
-
1]
G
&
[ws
id
0]

racterizticas

\t|

de DNA palimerasa

En células eucaridticas (de mamiferoz)i s6n ,:uétra' las

12

de bases segdm
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Conomenclaturas: para

Cnaint feros dezcrita (Halium,

polineracis que se huh podide distinmduir diferentes

1957y

dc DNA polimerasas  de

La DNA'bolimérasfva'

cencontrdique era Una  enzima

.o Calko peso  molecular . incapaz de CcArFegir’ los - erroras  de

incorporacidn (proofreading) va que no presenta Una  actividad de
exonucleaca 3'~5' (Su y bowney, 1588).

Se considera gue la DNA polimerasza o esti involucrada en la

duplicacién del DNA y  varias =videncias dan soporte a esta

asevaracidn: la magnitud de su actividad enzimitica correlaciona

e Farma directa con la sinbesis de DNA durante  la prolifaeracidn
calular (fase S del ciclo celular); todos los  imbibidores de  la
proliferacidn czlular inhiben igualmente la duplicacidn del DNA vy
@ la DA polamerasa o i vitro (lkegami et zl,,1972).

Eeta enzima ha sido alzglada asrmeralmente en forma de  un

complero poelipeptidico (Wona et al.,l939d; S0 v bawney,
et a@l.,1l9235; Nashewsr v Grosse, 1983). En general consishe de: 1)
un pelipéptido catalitico que 1 vitiro 2z uln fostopolipéptichs Qe

=cila entre 125 a 1850 Kd;  2) wuna  fosfoproteina de 77 Kd de

o

furzidn Jdesconocida y 3) dos poligdpbidos de 55 y 47 Ed ascciados

n

con la activiciad de la DRNA  primasa. e P& obeesrvado Que el
polipdplida de 45 Hd en particular, e el gque poses: Lal  actividad

)

(Nasheuer y Grosse, 1%

La DNA prolimerasa & difiers= de olras  DNA polimerazas @ de

H.
SRR



=g

Sanica’ Jpresenta una s

que. actividad

exonucleaSa~eﬁ eS&

la-—DNA 'po[twm ompbrtémiehto .Lromdbogréfxuu ‘y'~ la
&specifzcxdéd coy qu& ut11£i%.é1§ugD§ Mdldes Sintéticos in- vitro.
Las DNA polimerasas tipo S prefiaren copolimarcs alternados  tales
cons oll {dA-dT), mientras que sy actividad sobre moldes de  DNA
activado corn DNAsa es muy baja.

Las DNA polinerasas tipo & de mamiferos con actividad

asociada de exonucleasa 3'-5', han sido aisladas de varios

te)yidos, como por ejemplo: tine de ternaera (Lee et al., 1930:Crute

|
l

al.,1986; Waltl =t al.,19585) ,médula ds=a de conaeloe (Goscin vy

o

Byrnes, 1382) y placenta banana (Lee y Toomey, 1937). Algunas de
las.propiedades da todase eslas erccinas, comd sorn &l pese molecular

y latubilizacidn de moldzs sintéticos varfan , aungue existe  la

posibilidad de que esto se deba &l protocale de purificacidn

Esbe tipo de polimerasaes presantan algunas caracterfsticas =n
comar enbre lae Cuales estin: uy elevado pese molecular,una gran
sersibillidad a NEM (N-eltilmxleimicda) v a atidicolinaly come parie
caonstitutiva del complelo, poseszn DNA praimasa) (Crute st al., 1'986) .
Anticusrpos monocionales ootibra DNA polimerasa o o cruzan con la
DA polimzrasa S.

Lina propiedad coman a bodas las  polimerasas tipos 6 es sy
minima inMmbacién por util-fernl-dGTF vy butil-anilinoe~dATP, qus
inbnben con mayor fusrza 2 1a PNA pol Tipo o (Crute ot al., 198k) .

Tanba las polimerasas bipo o como las bipo & sor sSansibles &

atabirosy lrmcledbidos y resicstantes a  didesoxinucledbidos (S0 y

14




estasg»sgmipitudes:'ha ;

TA pesar de aeslas bem&janzas,-‘

sugisrer quse  sorn enzimas  Jdiferenbes)

n

aracterislicas gqgue no comparten o Cexonuclessa

(bowney 2t al.,1988), uma respussta  dife ] - la . protelina

I

FONA, responsable d= la regulaczidn dei‘,;xclb :celular {Tan

=

» 1986), sensitillidad a nhabidores ™ come butil-tenii-aGTF  y
Butil=anilino-dAlR (Wahl et al.,1936):  anticuerpas moncclonales

contra DNA  polimerasa o hnho inhkiben  la actividad de la DNA

polzme rasa & (Mahl et aul., 19863 Lese v Toomey, 1987):  anticuerfos

ternera ruz irhitesn

it

policlomales cantra DNA polinerasa & des tine d

a la DNA polimerssa o de la misma especie,  sstudics sobre  la

nbebizar en forma contiruaa  sin

U'n
1g

procesividad (capacidad para
inberrupciomzs)  ge  anbas  enzimas vy - scbre el uso de  moldes
sinteticos, musstram respusstas difersptes (Hohn y Grosse, 1937).

El papel funcional de estas enzimas ha sido gy difl{cil de
debarninhar debido en primer lugar a fa carsncia de mubantss an
eucxtriotes superilores,

Recientemente =2 ha propussh a marera de hipdtesis 1a

rosible - funcidn de cada uma de =llas en la horquilla cle

duplicacidn, adiudicindozzls & la DNA pol & la duplicacidn de  la

i)
-
o

cadana —ontirua, v a la DNA polimeraza o la duplicacidn d
cadenz dizcontinua CPocier ghb ai. . 1989,

For un fado btemenos a la DRNA polimerasa o, Qua &2 uia enzima
CoOr Ua  activided asocilada e DNA-primasa quE posSes ura

Proces ividad woderada, lo cual L2 permite  realizar uma  sintesis




regulada}por & = 1z C i e Cah la Fegulacién d=

duplicaéién- PR cueﬁﬁa con actividad de exorucleasu, =& requiere
para sintetbizar la cadena contirua, ¥y btodas estas caracteristicas
Eorrezponden carn la DNA polimerzasa de tipo & (So vy Dowrney, 1955).

Haciendo una analogala con el wmodelo de duplicacidn de
procariotes, =3 posible que las DRNA polinerasas o v 6 Seatt
compotenbes de un compleio mulbtiproteinico durante la duplicacidn,

aln cuando hasta la fecha no hay evidencia de tal conpleje (So vy

Downey, 1 FE3) .

DA FOLIMERASA 3.

u

La DNA polimerasa 3 de mamiferos ha cido purificada de vario

ha erncontrado una  enzima que

Ui
1

arganiismos vy en todos los casos

corn=iste de un saelo polipéptido de alrededor de 40,060 de  pesa

[

molecular (Huscher et al,1979; Sakaguchi vy Boyd, 19885 Wilson et
S ha clonado =1 gen que codifica para la PNA pol 3 dz rabdn
y de huamano (Date et al, 1938) .,
Las DNA politerasas rnio requieren de arupos sulfhidrile para
S achbividead vy por banbo, PG S0N irhirtvidas por Qzrbes

tloqueadares de estos arupas v, o difererncia de la que acurre  com

las polimerasas e tipo o, &shazs son =stimuladas por  altas

Sconcentraciores de cabiones monovalentes.Esbe bipn de  enzima oes

1&



scida fosfonoacético, urea s S

(Boldem =t al, 1979; Chang, 1?9351?“{'"” :

El tipo de molde siniético quiz pfefiére 'ézte‘ tipo -de  DNA
polimerasa =25 el DHNA con huscos, al igual aue las polimerasas tipo
a. Este Lipo de DNA polimerasas se localiza exclusivamerde en el
mdcleo, unida fuertemente o la cromatina (Foster y Gurnay, 1973).
Una vez purificada gqueda litre de nucleasas. Es una enzima
relativamenbse pequefa, consiskbe d= Junsolo polipéptido comn un
cozficiente de sedimentacidn de 45. Tiehne un pumto' isceléchbrico
bAsico.

Hasta hace algun tismpo el papel  fisioldéaico de= la DNA
polimerasa 3 no esbaba bien dafinido. Era considerada como una
enzima de Lipo reparativo: la evidencia que daba sustento a  esta
aseveracidn era bastanle circunstancial: en primer  lusar, N s
presentan fluctuacirornes madibles ern su actividad durante =l  ciclo
celular (Spadari vy Weisssbach, 1974, Chiu vy Baril, 1975). En
linfocitos estinulados por fitchenmzolutlining, el mayor 1ncremernto
2t la actividad Jde DNA ol A colrncide cor 2l pico de sintesis
reparativa vy de ninlma duplicacidr del  DNA - (Bertazzoony et al,
1976). Finalmente =a demosbrd gue la DNA pol B puede partilcipar en
repdracion  por e2scieidn del  BHA en neurdrnias en ia astapa
mShaZlonalrla e creclmlanta (estoozs, no Jdivididndose), dafiadas por

1. ,19739), =stas

i
e

iuz wltravialets (Hubscher et al, 1'9/95 Waser

I
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e’ POLINERASA /‘"mi'c;_ 7.

Lq DNhrpylire‘déa;tié‘v’ Cisne uha localizacién subcelular en
la m1tucond:1a =h doﬂd ;e‘le ha atribuido la funcidn de duplicar
=3} geﬁdma oramlar (Hubscher 2t al,1279). Esta shzima ha sido
cambidét encontrada en la fraccidn nuclear, pero su funcidn ahl  es
desconacida. Musstra una gran heterogensidad al  ser  purificada,

fluctdan enbtte 110 a

habisrndose reportado paesos molacularss qus
I Ko (Spadaril et al,19/4) y también es  comdnn encontrar  Formas
agregdadas de  las  misma. o tiene actividad nutleclitica

intrinseca. Tienz un pl Acidg

Fy’

i

o

Recieriben

i

2 Sz deposbrd que  la DNA pullre asa . ¥ . d
Drascopnila  esun heterodimers que consiste de. una sutdir dad
catalitica de 125,000 daltores v otra subunidad de 35,000
daltones, de funcidn desconocidsa (Werhstte ef al, 19E53).

La DNA polinsrazsa p coplia ad2mds de noloe:s de DNA naturalas y

sinbtetlcos, wuna varledad o cibchomopolfmeros coms el A, Folic,

etc{.kknnpf el ai,1l%76). Tanto aste tlpoe de enzimas, ooos las

transcriplasas reversas de los virus musstrarn  cagacidad pars el

50 0 utilizacidn de ribofomoEolimsros como moldes no obsbtante,
eshe Lipo oo polimerasas  gon incapaces  de  duplicar inoldes

taturales de RN, ademis los anticuerpos antitranscriptasa reversa



o cruzan ot la DNA'paliMEraS‘ > du }umauu (w~1
pusde distinguir de las polimerasas o v 3, porgue e
vez por NEM vy ddTTP, perc s ansansible & afidico

Las caracter{sticas mas relevantes de ssitus

muestrarn &n 2l cuadro B,

B. ~DNA POLINERASAS DE FLANTAS SUFERIURES.
Las DNA polimerasas aisladas de sucariotes infericres y de
plantas o preserntabn exactamatrite &1 mismo comportamienta que  las

de su contraparte de animnales.

DNA FOLIMERASA TIFD o
Ern gzreral las  polimerasas  tipo o descritas =n sistemas
vagetales prasentan un alto peso molecular (desde IUG a Z30 Kdy vy
satr fusrtemente  inbibidas  por MEM (bl oqueador de IrUPOS
sulthadriios) (Amrleni, =6 al, 19793 Fukasawa et al, 19803 Chaivers
y Bryant., 1°
Ern  sistemas come trigo, espinaca, arraz ¥y ocoliflor  la
afidicolinag, un inhibidor especifico de DNA polimerasas tipo o de
células de mamifercs, s Capaz de inbitdr la DNA  polimerxsa e

zlto pesce molecular {(Szla, &t =l, 1936G6/81).

sistenas

i
m

Ete forma tamididn aensral, las DNA palimerasas o d
animwales no reconocen wn molde de poli rA olige dT vy resultados

las enzimae eztudisc 3

iv

similatres se han obtenido en 21 caso d
células vepeluleas.
Con el auxilio de métodos autorradiomridficos, se ke observedo

Sue Wha DA pollmerass sensible a  afidicoling,  se  encusntra

wrclusivamenbe e el rddeleo  de células Jde  arroz;  resultados

-
ot
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eciands’ & cultivo

7 ',DNA'PULIMERASA EETA.
 Una‘deﬁf$s;ear§¢Leri sticas fundame rales de la HNA‘polimerac-
£ en animalés‘,és‘vque son protefnas de baje peso molacular
(combarativaﬁ&nte). Este tipo de enzimas han sido  encontradas  en
tabaco, Lrigo, chichara vy remolacha (Litvak y Castroviejo, 1%57) .
En coliflor se ha 1dentificado una polimerssa de 70 Kd  (Fukasawa,

nzbez Lomatrse e Cuenta, aue s51own pardmebtro inportante es

(<]

13&0) .
el tamalco , w2 necesaric considetrar gue  existe uwuna elevacda

actividad proteclitica en los extractos de plattas. De trigo se ha

2
P
e

purificado wna DNA polinerasa de d casi a haomogenelidad y tanto

1 afecto de irhibidoras como su espacificidad de aolde ,  muestra

hd
i

difererias mdy claras en comparacidn con obras  dos  polinerasas
tipo o obtenidas de ess misma planbta. Sin enbargo, los anticuerpos

obtenidos comtra esta enzima de bajoe peso molecular prasentan

i

rexccldn cruzada oo las de las polimerasas bipo o (Castrovis)o

al, 1979),

tas ernzimas de bajo paso molecular 2 remolacha vy chicharo

solo se inhiben & albas corzentracicrwms de  REN la polinatase

Lipo 3 de chicharo se encusentra fTuerbaenente unida s la  cromatin,

hasta el momenita e Se  coneze el papel  funciomal  de  estas

polimarasas (Lastroviejo st al, 19/79) .

AGr o se ha denostradoe el papel de las NA polimerasae tipo
B =t la reparacidrn del DA = células viepatalaes, Sin

20




5,La}DNA palimerasa'tibo“ ; strauna marcada preferencia por

poli rA-olizo dT como molde in vitro.Este tipoe de polimerasa. ha

éldqrdetettado en tabaco (Srivastava, 1974), trigo (Castraviejo et

1,197%) vy arroz (Amilem et 31,1977 Sala - al,1981).

'I'[‘

La DNAR polimerasa tipo p de triac, tien= un pesc nolecular de
100,000 v es la dnmica enzima entre todas las presentes, que es
capaz de sintetizar su proplo cebador (Graveline, =t «1, 1984).

Ern arroz, la DNA polimerasa tipo p a2s la encargéda de llevar
a cabo la duplicacidn del DNA de los orgénulos. Tiene un  peso
nolecular aproimado de 100,000 e 1n Vitro prafiere un  molde
sintético de poll rA-cliqao dT, que es una de las caracter{sticas
fundamentales de las polimeraszas tipo p. Su actividad ag
dependilente e mn++ y de alta fuszrza idnica ,° =5 inhibida por

N-etilmwaleimida vy posee en asnaral un gH-Sphima que fluctda entre

o

5y

DA POLINERASAS DE CLOROPLASTOS Y MITOCONDRIAS.
Se hé realizado 21 aislamiento v ia caracterizacidn de las
DNA& polimerasas de cloroplastos de dos glantas  diferentes. La
enzifma provenisnte de cloroplastos de agpinaca, e ha clasiricadgo
Como una polimerasa Jde tipo », dada su alta eficiencia cotr woldss

de poll rA-oliac df, su peso nolecular relativo es de 105 Kd, es




CUADRO C

. _DNA POLIMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES

FROPIEDADES

FOLIMERASA o

FULIMERASA 3

FESU. MOLEGULARS

SUBUNIDAD _
CATALITICA

ENZ1ME NATIVA

Loa-20g, O0g

AU0-&00, 000

S, 000,

S0

IMHIBICION FOR:

N-ETILMALE IMIDA 8l

AFLDICLL ING §1

FUSFATU NO - ST

FUSFONGACETATO 51 eI -
ALTA CUONCENTRA-- R .

CLON DE Kgyla Na 51 NO NOY
REWUERIMIENTD DE BAID e ALTO
K'y/a Na

CATION DIVALENTE

PREFERIDU CON LOS ” . 5
SISTEMAS NORMALES Mg Mg :

DE MOLDE-CEBADOR.

Usts DE FOLI(rA)
OLIGO(JT) Comd
MOLDE-CEBALOUR.

81, ES EL MOLDE

PREEERIDD SI EL
Mn” ES EL CATICN

~]1"DIVALENTE.

ACTIVILADES ENZI-
MATICAS INTIMA-—
MENTE ASOCIADAS:

EXONUCLEASA 5'~3° NO
EXONUCLEASA 3° -5 o
PRINASA s1 . NO ?
—— : — NOCLED
N C
LULAL%;“;}@E NUCLED NUCLEC CLOROPLASTO
. (CROMAT INA) MITOCONDRIA.

AYREFERENCIA (Bryant,J.A. v Dunham, V.bL., 1393&8).
B) ALGUNAS PREFARACIONES DE FOL 3 SON RESISTENTES A NEM; AQUELLAS GUE SON

INHIBRIDAS SE INHIBEN MENUOS FUERTEMENTE GUE LA DNA POL o.

CYINHIBRIDA MENDS FUERTEMENTE QUE LA POL «.



éﬁiﬁicUi;ﬁ; (méPawnly:TEWarj,

Bé tia encaﬁtrado una BNA poiiméraéarlcon S Pésé ‘moieculég
aparente de 130 Kd en witocondrias purificadas de  trigo. Esta
enzima, a diferencia de la enconbrada en mamf{feros, nc 25 capaz de
sintetbtizar cobre ue malde de poli rA-olige dT  en presencia  de
catianas divalentes. Debldo a =elo no puede clasificarse coma  DRA
palimerasa ¥ tipica a pesar de gus =9 localizacidn subeelular  es

la mitocordria (Litvak y Castraovieio, 1937).

Todavia no ha sids posible dilucidar 21 papel Fisioldaico de
las DHA polimerasas de mitocordrias v cloroplastos. AGn as{, ==
prsible suponer qQue dichas =nzimas tisznen alguna relacidn con la

duplicacidn v la reparacidn de los genomnas orgarwilares.

Como  puede  derivarse de  esta breve  revisidn, adn SOt
necesarios infinidad de sstudios en relacidn al tipo dz DNA

pollmeraszas presentes e plantas supericorez v la  furncidn  ques
dezenpaziNa cada wna de ellas. En &l cuadre © se muzstran  las

propledades més importantes de cada una de ellas.

II.~-ANTECEDENTES FUNDAMENTALES DEL PRESENTE TRABAJO.

En la aram wmayoria de semillas de aramiezas, la duplicacidn

del DNA 22 un eventa relativamente tardis en 21 proceso d

i

tectado un bajo nivel de sinbesis

wi
1

garminacidr. No obstante, s2 ha



Cduplicacidn

del’ DNA,

‘como ey amby 1'c

tanto sn

. temprana e

astobteridas &m

"_hﬁéhd ?_ﬁ: ﬁdiz
Uébofﬁe;uil 63

: 'meléndéz Lépez v Vézquez en 1929, demostfaron que eh aejes
bembrionarlas de malz ho emnbetidos &l DNA se sricuentra fraomentado,
Y, conformz los ejes se ambeben, este NA cambia de bajo & alto
pesc malecular, i1ndicarvdo que de alguma forma se estd recuperando
la integridad Jdel material gernético.

Asimismo, =i alduros 2studios realizados =0 WGcleos alslados
& partir de e2jes anbrionatrias de malz, se ashcontrd qﬁe la sinmtesis
de DNA == inhibida diferescialmente por diversas sustancias
(inkhibidorezs de la guplicacidn del DNA), cuando éstas son afadidas
ya sea durarite las prfmeras horas derla Fermihacidn (U-3 h) o baen
a 1a5715 horas deAiniciaﬁo aste procaso (VAzqusz-Ramos v Lépexz,
1986) .

En plantas supatricores, s& desconoce  adn que  tipo de  DNA
polimzrasa Jus =h particular  estd asociada & los  procesos  de
reparacidn y duplicacidn dzl DNA.

FPara maliz en partacular, la activiciad de DNA @ polimerasa  que
s encuentra ern forma predominente a las Iy 24 horas  de

imbitsicidn  ha sido purificad

v

Farclalmente 1% caracterizada
(VAzquez v Vazquez-Ramos, 1988) . Los recultudaz cie dichos
experimentos muestran Que no exislen diferencias considerables

zrtre las enzimas presentes a estos tilempos de rnbibicidm y que,an




[

una DMA polimerasa de

‘Es por =llo, que . propésita del

prasente  trabajo es 1 purificar vy o ocaracterizar © la(s) DNA
polimerazals) presente(s) en ndcleos de ejes embrionmarios de maliz

durante las primsras & horas de germitacidn y compararla(s) SOy
la(s) DNA polimerasaz presentes a las 24 horas de germninacidn.
e

Cabtyz Lambién menciconar que se harid una comparacidn  entre las

polimerazas rnuclears=s v las polimerasas solubles prasentes 2n cad

a

Lizmnpo de asrninacidén.




aqué%lé éﬁé é;eViamente ha sidoa . purificada
Y,&éractéri%ada:eﬁ'nﬁeéﬁr&ylaborétario (Vazquez vy Vazquez-Ramcs,
‘1937) 1a cual bendrid localizaciédn nuclear, estarid  fusrtemnente
urida a la cromatina vy que tendrd una respussta caracteristica a
inhibidores, fusrza 1dmica y moldes sintéticog vy por  supwzeto wun
comportamients cromatograficoe caracter{=stico .Esta DNA polimerasa
tendri un papel 1mportante durante las primeras horas de la

germinacidn , conn lo cual podria implicirzels en la sintesis

reparativa del PNA durante ese periodo.

|8



ricleos con

un buen rendimientos:

.-Determirar la actividad de la DNR polimerasa en  extractos

nucleares de ejas embrionarios de maliz, =1y praesencia [a]=

inhibidores vy obros efectores.

Furificar parcialimente 2]l extracto nuclear a través de  una
columna de DEPE-Celulosa vy caracterizar lals) actividad{es) que

rpuedan ser reaesuzltas.




T V.-MATERIALES Y METODOS

1. ~MATERIAL BIOLOGICO,

En todos  los  experimentos  aqul  descritos =2 weilizaron L
samillas de malz variedad “Chalguelo”, - las cuales fuszron
adauiridas a Lravés de PRONASE (Productora Nacionzl de Semillas de

la SARH) .

-n
7
o
"

gdos los experimeritos se utilizarom ejes embrioharices o

xbrajeran maralmente.

i3

da senillas secas, los cuales se

REACTIVOS ¥ SOLUCIONES AMORT IGUADORAS.
A) Solucidn amortiguadora para la imbibiciéﬁ'“ de ajes

et i orarics.

Triems base(Merck,méxical pH=7.6 JjU oM
Clorurc de potasic(KCLl) (Bakar Chem.Cé.,México) 0w
Clorura de Maaresio(MaClz) (Merck, Néxicur:~  10 mM
Sacarosa iMerck, HMéxicol . 2%
Cloranfenicol (Siama Chem. Co.) ‘ - 10 pa/ml

S B) Solusidn  amertiguadera No.o 1 (para f;a¢1extra¢ciéh de

Rtz leaig ) .7 [

‘f'ETr;Sma,base pH=§.6 ) S ”‘;_‘_.;”;‘*‘k 50 mi
Clorura de potasico(KC1) i ‘”“»~~20 i
‘Claruro-da Magrezsic(Matlz) k S M
Sacaross ‘ 1.2 M
GHliceral (Baker Chem, Co.) . . 30%

[
N



;smggp;Sépr=7;'; S0 mM

Vtcigfﬁtﬁﬁﬁéfﬁagﬁégig(NQC}ZJj‘_ . ‘kflﬂ M

:>Gi{&ékoi" : ol 1652
p~Mercaptostarol k » f S . ' : : ‘ibmm
FMSF (Sigma Chemical Co.) , ' o 5 0.2 mM
EDTAMerck, Alemania) , a0

La solucidhn amortiguadora para disdlisis contier= lo anterior

con excepcidn del  EDTA.

D) Soluciorms amnortiquadoras empleadas =n la cromatografia en

DERE-~calulosa.

Todos los amortiguadores empleados en el process de

purlFicacidn bisrer la misma composicidn, lo Gnico aqus  cambia es
la concentracidn de Tosfato de potazic pary cadsa caso.
Fosfuto de potazio (Baker Chem. Col): PH=7.5 16, 400 vy

&00 nmM.

EDTA S

Glicerol S 10 Z%
fr-flercaptostannel ) 1 mht
PHSF U,2 mh

b
00



ercentel 1o,

S-fenoxazol) (POPUR) (Merck) -~ 0.1 3

Sz, S-di fernnxazal (PDP;"?M&t‘v:k) . :,, e 5-“9

Telueno G.P. (quinicamente puro). ' 11

F) Solucidh amortiguadora para la activacidn del DNA.

Trisma bass= pH=7.3 10 M

M3Clz S0 M

Albuminag de suers Boving (ASE, Siama Chem. Co.) 0.5 mg/ml

DNA de Lime de ternera (Slama Chemicxl Coo) T .25 ma/ml

H) Mezcla de reaccidn para =21 ensayo de DNA polimerasa.

1) DNA polimarasa Lipo o

Trisma base pH=7.6 SO0 mn
KCL ) 20 mM
Muzlz 7 10 mM
dATP (Siama Chem Co) ) | 0.1 mM
dCTF (Sigma Chen Co) : . S Gll mM
dGETF (Siamza Chem Col B R ol mht
Glicerol . 4 A
f3A-percaptostarnal . G.4 mM
DNA activado - 1 pa
ATFEF (Sigma Chem Co) . ) 1 oM
GmeEli~"H) TIE RN Ci/mmal , New Englarnd Nuclese) S ulisml
- 23



.:‘:23’QNA

' 'fr£éma baz S50 mM
‘;;ééé["r 100 M
‘mec1z . | 20 mM
CUATR 0.1 mi

dcTe ' o 0.1 mM
- daTP ‘ | : a.1 mM
Glicerol : A P : 4%
ﬁ-MercaPLoetand; '! 3 SR : - ' G. 4 mM
DA activado .;.;77 17—;k:  7”,i:f:ifjr~ S 1 pa

et il="H) TTP (30 Ci/mmol, New Englard Nuclear) - S uCi/ml

H} Reactiveos requeridos para datégmihéffbfoteinas totalés,porr
=1 nélodo de Lowry modificada (Peterson, 1977Y;_

Reactivo Az 7

S2 mezolan partes iguales de una solucidn de NaOH 0.3 N, &DS
al 10 ., agua destilada y de VDTC {solucidn de
Cobrea~Tartrate-Carbornato) .

Esba solwucidn as estable durants méds " o-menos | 2 semanas &

Reactive B:

Reackbivo ce Folim=Caocalbey (Sigma de Mbxics) 1 volumsn
Agua bldestilads S voldneres



f(Bék

(Sigma Chem Te) (DOC) 0.15 %

 '501uL16n7

1 mg/mlu &

fAlbumlnu o ;SUe N
L 0.2 ma‘ml.

1) FREPARACIUN DE LAS BOLSAS PARA DIALISIS.

Las polsas se hisrven dog vecss cor NaHCOs (G.F.) durante 10

mirmtos y 2 veces con EDTA S mM durarnts  tambidén 100 mirmtos.  Se 7

auardan e EDTA S bl vy etanal al 10X en refrigeracidn.

1]
9
14
i

Antes de usares, las bolsas f1judaaan muy bDien  con agux

CEslorlEudiy.

A
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") - Preparacidn de la dietilaﬁinoétfl#;élﬁioid

‘Gigma Chem: Co.).

G colocan 5 a de DEAE-celulosa .EE;

agitardo suavemznte durante 45 mifutos a intervalo

]

Se lava cornn agua destilada hasta llegar a un:pH de:

La resina se resuspend:z et 73 9l de KOH 0.5 N;  agitando
suavemente durante 45 minutos,una ver cada 15 mirmtos, a

temperatura ambientes. Se lava con agua destilada  hasta lleggr &
pH= 8.0,

La resina =e resuspenrde en S0 ml d= KC1 Q.05 N, v se¢ lleva @
PH= 7.2 cor HC1 0,05 N. Se asita suavemaente duranmbe uwna hora, a
intervalas de 15 minutos, a temperatura ambiente. Se  revalora

Shasta un o pHs 7.2 con HOL U.05 N, v se agita suavemsnbe durante 2

“horas; @ intervalos de 30 minutos . Se retitula una vez waAs a  pHs
7.2y se decanta 21 sobrenadante eliminando los  finog vy la

materia particulada. La resina se resuspende e fosfatos 10 mM, a

pH=_ 7.5,

X
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METODOS

:A)'imb1blclén de 1 s ejes embriqnér}psf(tantoicantrol Coms p

1rrad1ddo=).

'_Las muesgr's de ejes émbf1ohafio§; 2'9 péfé la extraccidn  de
rdcleos y 4 g para la purificacidm parciai a Lravés de
DEAE-celulosa, s desinfectaron praviamente con NaClo al 0.5 %, v
se colocaron entre 2 circuloes de papel filtre humedecide cons
solucidn amortiguadora para imbibicidn 2n uma caja de Fetri  de
tanmafo estandar {10 cm de didmetro). Los =jes s incubaron a  27°C

durante =1 tiempo reguerido en cada casc.

B) Extraccidn de ndcleos de ejes enmbrionarios germinadds Y no
v ermlnados y obtencidn del extracho rclear. (Mdtodo modificado de
D'Allessandro y Dunham, 1920,
“ Las muestras de e)es enbrionarios asrminados o no  germinados
s& colocarun zobre un morbero preenfriade v se homogene2izaron  cory
1.5 valGimenes e solucidn anorLiguadora No. 1 haszsta oblener un
homeogernado de consislerncia de Lipoa pastoso. El homogenado se

filtra a tLraves Je tres capas de papal  miracloth.  con ayuda  de

i

vacic, la suspensidn oblenida == centrifuza durante 40 mirnatos a
20,000 » 3.
Loz nGcleos sadinentados se resusependen oot 3 ml de =olucidn

amortiavadora No. 2y se congela v ose desconaela 2l extracta 3

veces{ de —7U°C 2 ZUGC). El extiracto se centrifuay durante 2 horas

w
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& gepara y se dializa duranle 12 a

d Lo’ ‘Mmismo  sea

zeparacién’ de

,“_pampié;fs Sriramortiguadara - de

dialisis. A este soorenadan corioce como’ extracto

déhalbaivelocidad s

C) Prepa o (S=adn Aposhian v Korrberg,

1962).
25 mg de DNA de timo de ternera (Siama
isuelto en solucién  amortiguadora de

(Sicma chemical  Co.), [

-. e o ._‘ - s ."_._D"_.' R . )
incuba 18 minutos a 37 C v luego se calienta duramte §  minutos a

7706, finalmerte a la mezcla de reaccidn s 1e baja rapidaments la

tenparatura transfiriéndola a wn bafio de hislo.

D) Determinacidn de la actividad de lx DNA polimerassa.

lLa actividad de la DNA polimerasa tanto tigpo o como tipo 3,
se =nsaya et un volumen final de 100 gl, dicho volumen cantiene la
mzzcla de reaccidn,4y a S0 yl dz  las extractos  (iclearss o
solubles) o fraccidrn de colunha, en ausenclia o @ presencia de
1 feraentas inhibidorse. La reaccidn s= incuba a 37°D durante 30
mirnitos. S debisene adiciomando 1000 gl de una solucidr de BNA tipo
IV e esperma de arerngue {(Siama Chem Do) (2 ma/ml) vy 2.5 ml de TCA
al 10 % fric. Lag myestraz e colocats  en  hislo durante por 1o
eros 30 mwirutos. :

La radiactividad incorporada e insqiqﬁi&\en,TCA, e colecta

i
S



chz TCA al 10 z fric, gJL_

frio-y finalmenbe.cdn & ml d§ epanol‘al've % frlo.
Se sacah perfect menbe vy s2 trunSflcF 2z a fr'ccos viales gue
contienen S ml de liquidc'de centellen. Se determinan las cpm  en

un contador de centelleos (Tipo ) para musstras liquidas.

EFECTO DE INHIBIDORES. -

La actividad de la PNA POl o

w
14
i
'Tl
o
<
n
<
W
i

debermina en la

o

forma descrita en (D), sélo gue & 1 mezcla de reaccidn se  le
“adicionan diferentes sustancias y se determina su efecto.
t=fp-arabinafuranceil ~citosina-5' -trifosfato {ara-CTP), & ura

'cﬁﬁceﬁﬁraciéh fimal de 200 wp3/nl.

N-stilmaleimida (NEM) & una concentracidn  fFina de 10 i,

'_ disuelta et dimetilsulf&xido (pMs0) .

ddTTP.fDidﬁsoxitimidina trif'"fa o et una concentracidn final

de 3.125 x- 1u ymol/ml,,dlsueltu en aauz.

una . concentracidn final de 50 pg/ml, disuslts

anu el caso de NEM y afidicolive se  incluye unm control
adiC1Dn=1 al ouwal =@e le agreas una  canbidad  equivalsnts (en
volunen) del disolverte enplexdo. El resultadoe obltenido bajo estas

cormdiciornes as el que s2 toma en cusnbta rara determinar o1 efecko

del inhibidor correspondiente.

o
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~F) Determinacidn de lalcbhceht aci

-Métode modificade de' Lowry.  (Fetergon

Este método ce empled  para

érotelhas en los extractos nuciéarés y‘sd}qbles-
Sa prepararon dos soluciomss patrén de éibéﬁiha sérica boviha
(ASBR) , de concentracidn de 1 ma/ml & O.2 ma/ml. Las muzstras
praoblemas (20 a 100 pl), se llevan & un volumen final de 1 ml  con
agua decionizada. A4 cada una de las muestras, tarnto problemas como
patrones, se les afude 0.1 ml de desoxicolato de sadio (DOC), se
mezcla con ayuda de wn vértes v se dejan reposar 10 mirutos &
temperatura anbierte. Pasado este tiempo, se les zareaa 0.1 ml de
TCA al 72 Z frio, s= mezcla con ayuda de un vértex y sa colocan =
hielo durante 15 mirnutos.

Las musstras se centrifugan 15 minutos & 3000 rpm, el

sobrenadante se descarta, la pasktilla se le affads 1 ml de  agua

o

desionizada v un ml de reactivae A v s2 mezcla muy bien con  ayuda
de ur vértex, ce daejan reposatr 10 minutos a tenperatura  ambiente.
Una vez concluida este Liempo, se adiciona a cada tubo 0.5 ml  de
reactivo B, se agitarn los tubos cor avuda de un vértex v sz dejan
reposar durante 30 ninutos & btenperatura ambiente, perficodo durante

lex la absorbencia & 750 .

1

=1 cuwal se desarrolla =] color. S

[

lag muzztras probleny  se

g

La comcentracidn de proteinas d

detarmina interpolands la absorbercia obtenida en la curva patrdn.



~ METODO ESPECTROFOTOMETRICO. -

: 'Lé.estihadiéh’dé'lEfC§r éntfétiéﬁ‘de;broteina por - el ~método
gspéé;rofﬁtdmétrico seriiEQé a cabo en forma facil y rapida,
.uﬁilizaﬁdo unéypeqﬁeﬁa géﬁtidad de muestra v bajo condiciches en
laé cualez presenta dificﬁiﬁéaés la aplicacidn de otros wmétodos,

~coms por ejeinplo, en la presencia de sulfato de  amonio u  okbras

salzs Ccon nitrésenc.

El método consiste. en . determinar

solucidn diluida de proteiras tanto’é'ﬁeo

~aplicar la férmula siguiente!'
Eonééni?acién“déiprotein

'} ,,kmg/m1)=,

fVéjquéi—Ramog,1988;

@) FURIFICACION DEL  EXTRACTO NUCLEAR . DIALIZADD, EN UNA

COLUMNA DE DEAE-CELLH OSA.

Das & tres ml de extrécto nuéléﬁ? dializado se cargaron scbre
uria columka de DEAE-C=lulosa (con'5¥67ﬁl”de'-f251na), previamente
equilibrada corn una selucidn de foesfatos 10 mM. Sz lave la columna
con Lres volupanss G2 Jechn de Ffosfatos 10 mM y se =luye con  un

gradiente lirezal Jde fosfacos (411 ml= 5 voldmenes de lecha) dz 10 &

S0 M. Se colectarn fracciones de 1 ml  cada wna. Todas =stas
maripulaciores =2 {lavan & efecto en el cuarto frio a  4°C.

Finalmetite se lava la columba cornn 3 voldmenss de lecho de fosfatos

A
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&0 mhh.

Habitualmente  se

10 que comprrenden

ejesiahbflanarios sacos.
afiaé?tae malz secos (N0 embsbidos)  se
irradiéran‘cOh'lﬂOD'Ggay§ f; ‘Kilogray) en un  irradiador gamma
modelo r—Cei]; eﬁ- el Insti£uto de  Investigaciones Nucleares
(UNAM) . Estos ejesrehbrionarios se PrQCEsaron posteariormente de

igual forma qQue los contrald

1) Freparacidn del molde sintdtics: Poli rA-0ligo dT.

Se dizuwelvean &l poll rd4 y el oligo dT pﬁr sepatado, =N una
solu&ién que  combierne Tris 10 mbM pH=7.5, MgClz- aa  uM, ASH
{(albamina sérice bovinag) 0.5 ma’/ml. Para preparar el wmolde
rsgﬂpética s mezclan volumerss iauales de =Solucidn de poli rA v de
éalucién 2= gligo dT, qQuedandos ambos an una relacidn motar de 5021
(=5to e, 10 moles de A por un mal de dT), Cada 10wl d= oligo
a7 (dTs) corbrens S.4 » 10" md de dste, y cada 10 pl de sclucidn
de poli réA contilens S opg del mismo (La relacidn molecular final de
poli rA v oligo d7 deberd ser de una moldcula del primero (poli

A, con una longlitud aproximada de 400 nucledstidos) vy 8 moléculas

w
&



Ozl s&éunda_(de)y

U Fara realizar &l ensa

melde YV en las proporcicries an tipuldas, Se mezclan 10 plo

la solucidn de poll rA y 101p1 da_iéf~Qiu¢ién.'de oligo df., por

cada tubo en que Se lleve “a "efecto cla - debterminacidn de  DNA
polimerasa deberi agregarse 20 yi de la mezcla anterior. El1 ensayo

lleva & =fecto en las condiciones descritas para =1 ensayo tipo

1d

3
c. El resto de las manipulacicorezs se llava cabo comos se describid
previamznts et =l apartado de Métodos.Este molde fuz preparado  de
acuzrds & la metodailollia reportada por Vishwanatha et al, (1v88).
El poli rA y el oligo dT se adauirieron de Siama Chemical Company,

Saint Louis, Mo. USA.

[
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a AFINA'CICSN’»DE j.A METODOLOGIA PARA AISLAR Nx:n:LLED's.,"v,

El primerqujetiva-que tos  planteanos fue el reférenté a
afinar. y/o honﬁarruna técrica que nos permitiera aislar ndclecs de
éjes enbricnarios corn  un buen  rermdimiento, de tal  forma que
pudieran hacer=e cextractos prob2icos de estos Mdcleos a partir  de
los cuales se pudiera determinar la actividad de la DNA
- polimerasa.

Er ruestro laboratorio yva corntlbamos con una metodologia para
aislar nicleos debida & Cheah vy Qsborne (1978) 3 =) objetivo
original de esta Lécnicy era alslar la mavor canbtidad posible de
naclecs para extrasr de ellos &l DNA. Hicimos alaunas pruebas para
-saber si la técnica servirfa para hacer extracbtos enzimiticos

Uales pudiera ehsayars la actividad

N
e
id

nucleatres, a partir de lo=

de la DNA polimerasa. Los resultades de estas prusbas  fusgron
positivos, two obstante se  presentaron dos  inconvenienbes:ia) EL
eprocediniento mediahte 2l cual sz obtenfan log mbclecs v por  ende
laog  extractose enzimiticos propiciaban que el extractoe finxd
mostrara cortaminacidn bastante apreciable con lipidos vy almiddn
{estas no 2 consideran coes Ccondiciones adecuadas para realizar
ensayos de DNA polinmerasa) y b)) sz requeria de una cantidad

considerable de & )es R W S T=X o 21 para obb ezt extrachs

o

enzimdticoe Fucleares Con Una actividad relativamente baja oz DA

4u



los 1Nuonv=n1ent=s, antericores

unham(l?Bﬁ)Q

vy después de una 11g=r"

‘obEerer uma béchica de aislamierto 'de, nu;lwos que p=rm1t£a, 1a

lobbercidn Jde  extractos enzimdticos  nucleares casi libres Cde

lipidos vy almidérn v con uma elevads actividad de DNA  polineras.
Eete procedimiento se describe corn detaulle en el apartado de
Materiales v Métodos.La presarcia de ndcleos se deternind mediante

microscopla de  luz empleands  ereparacictizs tefidas con aceto

U trabajo previoc rexlizado en nuestro laboratoric (v otros
reportados e la literatura), consistid en caracterizar la DNA
cpolimerasa presente a las 3 v 24 horas de germinacidn (se partid
de extractos solubles totales). Se pensaba que las DNA solimerasas
Vmés abundantes a estos tienpos debfan ser diferanbes, ya que los
estadios de germinacidn estaban muy blen diferenciados. No
cbhstante los resultiados indicaron gque la DNA polimerasa presente &
anbos ticzmpos de germinacidn tenia caractericsticas nuy
samilares.En principlo se intentd identificar a la polimerasa tipo
B, emplaarnds pata =stz propdsite =) ensays clisico (esta 25, pH=

-3, KCl= 100 mm v prasencia de NEM), La actividad residual

o

she ensayo, correspondsria con uwna  DNA - polimerasa

o

etectad

n
1

@
tipo 3. No fue posible delectar, mediante estas condiciones: de
ersayoe minouna actividad de DRNA polimerasa. La NEM presente en el
ensays ntmbla conmpletamenie la actividad de toda(se) lals) DNA

polimerasa(s) prezentes. Una de las conclusiohes obtenidas de este

41




trlfosfata, ur Jnnlbldur egpeci fico de polimsrasas btipo

esta lf";.’.éh, ‘aba

(d 5 y 100 mM respectivamsnte) . Estas  condiciones,por sdlas,

lccaszonabah ura 1nbiibacidn e la actividad de la. DNA  polimerasa

caracterizada por Vazguez et al (1988), de alrededor del S04, Se

pPensd que astas condliciones podiefian servie como un criterio para

difersnciar actividades de DNA polimerasa. AGn asf eshancs

tisayo no permitird distinguir

i
]

comcientes da  gQue  quizd  est

inequivocamerite actividades diferentss de DNA polimerzsas.

A continuacidn se describe la respuesta =13 las DNA

polinerasas solubldes v nucleares fremte a NEM , ddTTPR v

Cafidicolina. Se musstran primero los resultados del efecto de NEM

y odTTF, y por separado squéllcs obtenidos cornn afidicolina;  ssto
es  asf{ porguse los  resultados obtenidos  corn afidicoling son
particularmaente rmporcarites para la posible deberminacidn de  las

las diterentes actlvidades ~n¢1mat1c=s.

i

caracteristicas o

En el cuadre No.o 1 podemas observar 2]l comportamiznto de  la
actividad de la  DNA polimarasa de lez  extractos  solubles  y

mbezinidos (0 horas) fremte a log

"

Ly

[ig

da eje

(N—wtlimujﬂlmlon, un anhiibldor de polimsrasas Lipd

' a, tzpu y y t1p0 6 ez mami feros) y  ddTTP (dideszsoxibimidina

&

]

e
)

3y tig

de mami feros vy plantas, que no afectas o las polimsrazas de  Cipo
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0 ~HORAS -DE._GERMINACION

Tipo o€ EnsAvo
o BETA
- NEM - DDTTP
HFfHV§L¢53_§$U) 95+5 93+5
SoLusLe (80) | 465 100 100 100

CUADRO No. 1.- RESPUESTA DE LAS DNA POLIMERASAS DEL EXTRACTO
SOLUBLE Y NUCLEAR PROVENIENTES DE EJES EMBRIONARIUS (CONTROL) EM-
REBIDOS DURANTE 0 HORAS, FRENTE A NEM Y 3 TR, {LOS VALIRES ESTAN
DALUS COMUO PUR CIENTO LE INHIBICION) .ACTEIVIDAL ESPECIFICA (AE) UR-
TENIDA EN LGS ENSAYDS CONTROL3ENSAYD o NEMNu= 214-20,NEMso={1-7,
ddTTFNu;181;17,ddTTPso=Eb;4.ENSQYU 3:  NEMNu=104-15, NEmso=iU—5,
JUTTPNU=140-14,ddTTFso=11-3. AE: CFM INCORFUORADAS DIVIDIDAS ENTRE
LOS py DE PROTEINA COMTENIDA EN LA ALICUOTA DE EXTRACTUO.

3 HORAS DE GERMINACION

Tipo DE ENsAvO
e _ ALFA BETA
el EXTRACTO
L NEM poTTP NEM onTP
NucLEAR (NUWD 88+5 g7+5 9345 95+5
SorLusLE (SO 86+3 93+3 97+3 95+3

CUADRD Nu. 2. ~RESFUESTA DE LA ACTIVIDAD DE LAS DBNA FOLIMERASAS
DEL EXTRACTO SOLUBLE ¥ NUCLEAR PROVENIENTES LE EJES EMBRIONARIOS-
(CONTRGL) EMBEDIDOS DURANTE 3 HORAS, FRENTE A NEM Y ddTTP(LOS Re-
SULTAROS ESTAN EXPRESALUS COMU FOR CIENTO DE INHIBICION) .ACTIVI--
DAL ESFELCIFICA DETENIDR EN LUS ENSAYDS CORNTROL; ENSAYD aﬂNEMNU=221
—BU#NEﬂso=61—1U4ddTTPNU;219—4G‘ddTTPso=57—8.gNSAYU (136-15NEMNY:
136-1 0, NeMs o FA- 15, dd T TRNu=GE0 -50, ddTTFs0=81-17. AE=CFM INCORPORA-
DAS GIVIDIBAS EMTRE LOS pabDE PROTEINA  CONTENLIDLA EN LA aLLCUGTA
DEL EXTRACTO.



6 HORAS DE GERMINACION

TirPo DE EnNsavO

, o ALFA BETA
EXTRACTO: -~ -
S DR NEM DDTTP NEM DDTTP
NucLear C(NW 85+6 92+4 954+5 g5+4
SOLUBLE (SO) 85+4 87+5 9715 94+
CUADRO No. 3.~ RESPUESTA DE LA ACTIVIDAD DE LAS DNA
POLIMERASAS DEL EXTRACTO SOLUBLE Y NUCLEAR PROVENIENTES
DE EJES EMERIUNARIOS (CIONTROL) EMBEBIDDS DURANTE 6 HUORAS,

FRENTE A NEM JdTTP(LOS RESULTADUS ESTAN EAPRESADOS  COMO
FOR CIENTO DE INHIBICION) .ACTIVIDAD ESPECIFICA(AE)QBTENIDA EN
L5 ENSAYUS CONTROL; ENSAYD o NEMNU=53-18, NEMso=130-20  ddTTFNy=
113-23, JdT]Psos= 123-13. ENSAYOD f2: NEPNU=163-12, NEMsO=103-10,
ddTTPNUS240-28, ddTTPso=- 76~ 14. AE=CPM INCURPURADAS DIVIDIDAS EN-
TRE LOS 109 DE PROTEINA CONTENIDA EN EL EXTRACTO.

24 HORAS DE GERMINACICN

TirPo DE ENsAvYO

ALFA BETA
ExTrACTO

NEM DDTTP NEM opTTP

NucLear (NWD 91+5 94+3 85+5H g8+2-

SorusLe (SO 86+4 96+4. 90+5 97+3
CUADRU No. 4. ~RESFUESTA DE  LAS ACTIVIDADES DE LAS  DNA
POLINERASAS DEL ESTRACTG MUCLEAR Y SOLWBLE PROVENIENTES DE
EJES EMBRIONARIUS (CONTROL) GERMINADOS DURANTE 24h, FRENTE A
MNEM Y ddTTE  (LOS RESULTABUS ESTAN EXFRESALUS COMO X DE

INHIBICION)  ACTIVIDALDL ESFEQIFIEA(HE) UBIENIDH EM L= ENSAYDS -

CONTROL; ENSAYD o

NEMNU=

& e
ulE-TE,

NENso=105-%, ddTTFNU=645-37

dd1 TPse=10U3714. ENSATY 3 NEMNU=408-22, NENso=72-11, ddTTFNU=480-
26,00l TPso=57-%. AE= CFM INCORFORADAS DIVIDIDAS ENTRE LOS gpa DE
FPROTEINA CONIENLIDA EN EL EXTRACTU.




'Eh”kéi‘ &uédruﬂd; L2 mostramas* éL-vcehpartamiento de los
extractos nuclsares v solublec pr0v~n1wnt=s de sjes ambriconarios
enbebidos durante 3 horas frente . las inhibidores  NEM y ddTTF.
Observamos que las actividades &t dichos extractos se irhiben en

Ut porcentalje superior al 90 x;~E5te‘par antu Je de inhibicidén s&

presentd en los dos tipos de ensayo. -

Er =l cuadro Na;‘a ée puede”abservar el coamportaniento de la
actividad enzimatica prezéﬁte enkextraCtos rucleares v sclubles
proveriente de =jes embrionarics emteebidos durante & horas frante
a NEM vy ddTTF. RNuevamente pusde UDS&FV&FSEV que el efecto
irdvibitoric es del 90 X o superior et las dos condiciones de

ZN5aY0.

En elvﬁuadfé No. 4 se musstra el efecte gue  NEM vy ddiTF
s2jatrcen sobre la. actividad de la DNA polimarasa  prasente o
extrgctbs niucCleares v sclubles provemientes de sjes anbricnarios
epbabidos dufarfe 24 horas.~ Estas sustancias sjercleron  un
it cidn progedio ge alrededor del B0 X sobre la  actividad

enzimdtbica {de la DA polinarasa), tanbo 2t 2l ensays bipo = Comg

= o2d tapa 2.

resumen, & tados los t1~mpus Pro budus, la -inhibicidén pFor

mf

;r M ¥ ddrTP fuw ;upurlur ul PO A, sin permitir . diferenciacicn  ds

ﬂaftxvxdadws.n




Tiro DE ENSAYO
ALFA BETA
NEM opTTR NEM poTTP

NucLEaR. (NUD 92+4 94+3 G4+4 94+4

SorueLe (SO 86+5 94+3 93+3 95#4
CUADRT No. 35.-RESPUESTA DE LAS ACTIVIDADES DE  DNA
POLIMERASAS DEL EXTRACTO NUCLEAR Y SCOLUBLE FPROVENIENTES DE
EJES EMBRIUNARIGS (p-IRRADIADUS) EHBERIDOS DURANTE 3, FRENTE
A NEM Y JuTTF (DS RESULTADOS ESTAN EXFRESADUS COMO % DE

INHIBICION) . ACTIVILADL ESPgCiFICH {AE) QBTENIDQ EN kUS ENSAYOS
CDNZRDL;ENSHVD a:NEMNU;Bé‘IG,NEMSO; A2-2G,ddTTPN =64*13,ddTTPsg=
1138-11.ENSAYU [P NEMNu=S3~F, NEllso=65~3, ddTTFNU=55-140, ddTTPso=81 ~
16, AE-=Cril INCORFORAGDAS DIVIDIDAS ENTRE LOS g DE PROTEINA CON-
TENIDAR EN LA ALICUOTA DE EATRACTUO.

& HORAS DE GERMINACION

Tiro DE ENsSAYO
ALFA BETA
ExTrACTD
NEM obTTR NEM opTTP
NuctLear (NW 85+5 92+4 85+6 85+6
SoLusLe (SO) 90+5 95+3 97+4 94.+3
CUADRO Mo, &, —RESPUESTA DE  LAS  ACTIVIDADES DE  DRNO
FOL LMERASAS DEL EXTRACTO MUCLEAR Y SOLUBLE  FROVENIENTES DE
EJES EMERIGHNARIUS (-~1RRADIADUS) EMBERILUS DURANTE 6k, FRENTE

ANEM ¥ ddTTF (LUS RESULTADDGS SE EMPRESAN BN Z DE INHIBICIGN) .

ACTIVIDAD ESFECTFICAGAE) gBTENIvﬁ =S LGS+ENSQYGS DDNTHQL;ENSA-

Yo m:NEMNuk63-14,NEMS0=95~IU,UJTTPNUL1ES-EE,UUTYPSD=Q9—13.ENSﬁ-
Yil i RNERNNUSEZ-7, NENso-d6~1 0, adTTRNO=SG~ 14, ddT T Fsor B3O~ 1 6. AE~ TPl
INCORPORAPAS DIVIDIDAS ENTRE LOS 3 DE FRUTEINA CONTENIDA EM LA
ALICUITH LE EXTRALTU.




0

,axPétlmentosn”:blgu1ent~5 : réalizaron Ccon ejes

no jpragramada o

el DNA)

la-.siﬂtesfs

',reparativa del DNA se verd incrementadas &unuum1t4n+umentu a" este

1nrr~mgnta 2 la sintesis deberd darse Qtrc B la =ct1v1d=d de’ una

¢ varias DNA polimerasas que estén participando’ et =3 te Process, vy

Ig

que mediante =l uso de diferentez  inhibidores podriz detectarsé‘

cual de todas =llas se ha 1hcremertads.

En el cuadro No. S se musstran los resultados de ensavar  la
‘actividad de la DNA polimzrasa de extracta; solubles v nuclearss
'Prpvenientes de ejes embrionarics p-irrvadiados embebidos durante 3
.horas; en presencia de NEM y ddTTP; de  nusvo  estas  sustancias

logran inhibir la actividad éniimét{éé ary U porcentaje promedio

gl

[

B0 %L, en ambas condiciones de ensavo.

En &l cuadro No. 6 sz muestra el efecto inhibitoric que tienen

NEM v ddTTFP sobre la actividad de la DNA palimerasa  en  extractos

<

rucleares v solubles provemientes de ejes entrionarios de malz
~irradiados embebidos durante & horas. El porcencaje de inhibicidn
procducida por ambas swustarnsias =25 alrededor de=l S0 X en las

condiciches tatito del ensayo o como del ensayo (.

Estos resultados no hacen  posible detectar méds de  una
ctividad de DNA polimerasa, ya que los  extractos nucleares vy
solukles se comportarn de idéntics forma &n  prezencia dz MEM v
dATTP. Fusde considerar entonces dos CoZas ¢ o que existe sl una

actividad enzimatica o Aue liz divarsas ctivigdadss de DNA

44




eni losg

,diferéﬁtes extrad

tos

Cpolinersz

‘responden todas irkibidores empleados.

.nciafi &:tividadeg eGEiméﬁicaS
1}iﬁidor{Tia éfidicolina. Esta sustancia
ficd'dg]ﬁNé polimerarsas tipo o de  animales
y planbésiif

‘giauientes se refieren al efecto de

“ifigura Moo 1 se  muestra la sensibilidad &
Jafidicolina de las DNA polimerasas de los extractos rucleares
tanto en 2l ensayo tipo o como en el tipo B. Lo que cbservamos, =5

que er ambos tipos de ensayo la  inhibicidn por  afidicolina es

maxima a las 3 horas de dimbibicidn (53 y 41X para o vy R
respactivanziite) disninuyendo ésta desds laz & Moras,

permaneciends mAz o menocs constante hasta  laz 24 horas  de

agrminacidn en cady Lipo de ensavo.

En la fioaura No.Z se musstra el comportamiento de  las
polimerasas del exbtractho soluble fremte al inhibidor afidicolinag

limetrasas ehnzavadaz 21 las

o

"

lo que e observa 25 que para la [
cordicionazs o 22 ileda & uh maxime de inhibicidn a laz & horas  de
germinacicn (72 %) . dismiruyends hasta alrededor del 10 4 & laz 24
horas de inbibicidn. €n 2l ensaye btipo 2 el pico de inhidibicidn se

abtiernse a las 3 horas de imbibicidn (37 %) disnirmyendo igualmente

[}

lrededor del D XK a tas 24 horas de garninacidn.

¥

asta

e

il
wn

La imhibicidn por afidicolina resulta ser supsrior  para 1

By
o
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7 DE INHIBICION (RESPECTO AL CONTROL)

sensibilides 3 PYidicelinz:  de o las - DHA
er 1ne entractos - solubles de ejes
T hrod sErpinzcos  durants diferentss



idur

CComparacidn

con patticular:

“haras " de

‘paermanece

constdhte eh todos, P éibilidad de

qué exie fan por 1n¥ EYA da~DNA pu11r2'asas;

En el cuadro No. 7 se hue stra la sens 1b111dud a afidicolina de

extiractos nucleares v sclubles de ejes  embrionarios  p-irradiados

emptezbidos durante 3 horas, La mayor anhibicidn s= logra en el

extracto ruclear bajo las condiciones Jdel enszayo o3 eh 2l ensayo

tipe 7 ithibe un promedico de S Z. La polimerzsa presente oh el

extracto soluble precenta mayor csencsibilidad a afidicolina  tante

en el ensayo o Como en el ensavo 3.

t1 2l. cuadro No. 2 mostramss el efecto d=2 la afidicolina en

m

extractos nucleares y solubles de 2jes cubrionarioz  p-irradiados,
=nbebidos durante 6 koras. £l exntracto nuclear  presenta una
samzibilidad del 39 X en el enzayo Tipos ay de 20 %X en 2l ensayo

tipo 3. Las DNA polimerasas del extracto soluble  presentan una

&

inhibicidn del &0 Z en el ensayc tipo o, y del 25 4 e el ensayo

tipo f3.

Varias conclusiornss pusden  extraszrse de los experimentos

arberiores. La respuesta & NEM v a ddTIP es 1déntica a  todos  los

[t

tienmpos de imbibiciorn vy balo tadas las condiciones de ensayoe . E
dacir, ho &5 posible diferenciar actividades de DNA polinetrasas
prezaentes 2 nUclecss dzandd estosz inhilbdores. No constituven  un
critaric adecuade para intentar distinauly a las DNA polinetrasas

Presenitas 2 250s extractos.,

4
o



3 HORAS DE GERMINACION

TIPO DE ENSAYO

ALFA BETA

% DE INHIBICION

NucLEAR (NUD 5+2

SoLuBLE (SO 27+6

CUADRO No. 7.-RESFUESTA DE LAS ACTIVIDADES DE LAS DNA
FOLIMERASAS DEL EXTRACTO NUCLEAR ¥ SOLUBLE FRUOVENIENTES DE
EJES EMBRIONARLIOS (py-  IRRADIALUS) EMBERIDUS LDURANTE Gh
FRENTE A AFIDICOLINA (LUS VALURES SE EXPRESAN COMO % DbE
INHIBIClDN).QCTIV{DAD ESPECiF;CH(AE) UBTENIDA EN LUS CONTROLESS
ENSAYD o AFINU=Z27-8, AF1so=130-24.ENSAYT 23 AFINU=37-4, AFIso= 06~
20, AE= CHM [NCORFORADAS DIVIDIDAS ENTRE LOS ug DE PROTEINA CON-
TENIDA EN LA ALICUOTA BE EXTRACTO.

& HORAS DE GERMINACION

TiPO DE  ENSAYO

e ALFA BETA
L EXTRACTO
BV %. DE INHIBICION
NucLeEar (N 3945 20+5
SoLusLE (SO . GO+10 . 25+3

CURDRO N, 2. -RESFUESTA DE  LAS  ACTIVIDADES DE LAS  DNA
POLIMERASAS DEL EXTRACTO MUCLEAR Y SOLUBLE  FRUOVENIENTES DE
EJES EMSRIGNARIGS  (p»~  IRRADLADUS)  EMBEBIDOS DURANTE &h
FRENTE A AFIDICOLINA (LUS VALORES SE EXPRESAN  COMO X DE
INHIBI&IDNJ.QCTIV;DAD ESFEDIF&CH(AE) UBTENIDA EN LOIS CUNTRGLESi
ENSAYD as AFINU-&E- 12 AFIso=T7- 15, ENSAYD BrAFinu=52-10,4Fiso=04~
10, AE= CFM INCORFORADASZ DIVIDILDAS ENTRE LOS g DE PROTEINA CON-
TENIDA EN LA ALTCUGTA BE EXTRACTO.



Igualmerte, las cond

pUedern’ considerarse comd Sriterics adecuados Para

diferenciar la

S UNA polimerazas pressntes en ngcleo,

condicimhﬁé-fdei “eﬂsayo f# no dismindyen aéré;iéﬁieﬁente 1a
actividaa‘de.lé DA polimerasa presesnte en los extractos nuéleares
Y solubles.'Este criterio tambidm pusedse descartarse como valido
v/o adecuado para lograr la diferenciacidn de laz DNA  polinerasas
presentes. Cor respecto a  afidiceolina, lo  interesante es que
frentea este inhibkidor la sensibilidad de los diferentes extractos

varfa et relacidén al tiempo de gerpinacidn , siendo mayor $sta  en

g

los extractos de 3 'y 6 haras-de: germinacidn gue =n los de 24

foras.

Esta respuesta di%erencial de la actividad de DNA polimerasa
(rucleary salublei freﬁte- g afidicolina pusde significar 1o
siguiente: que en los extractes nuclear v soluble tensamos por  la
menos 2 ackividades de DNA polimerasas y  la sensibilidad a
afidicolina varf{a conn el avance o2 la 3zrninacidn parause  la
proporcidt de ambas poalinsrasas varia también durantse este mismo
proceso.,

Otro resultade interesante ==  ajuszl  obtenido con 1oz
akgkac£oérnuciéares'y solubles procedentss de ejaes  embrionarios
 y-irEadiada5 , &N presencia de afidicolinag . No se  encusntran
diferenc1ab significativas entre la sensibilidad a aficdicolinag de

jes inb- ionar 1os

1o extractosz nuclesares vy solubles P =1

g

Frirradiacos e relacidn x 2w contraparite provenlerite  de  e)es
conbrol. BEs Jecir, en oaste periodo de la 3srminacidn (3 a & horas?

la tendencia al auments o la disminucidn  en la sensibilidad a la

47




‘

mencs la misma en

Jinds- o lag

contrel y y-irradiades . Esto

H

“al cenocimiento  actual

',Vﬁéft;piga;éh la reparacidn del DNA - en

principalmente), la DNA polim=zrasa f3 s irmset

mientras‘que lo qus observamos an nuestrog |

sensitrilidad a afidicolina aumentas =ntre

germinacidn =1 4] loe extractos de

yoirradiado:s (esto es, en un sistema en que

del DNA ha sido estimulada v toda

scomnEaiia) ., Nuestros experimnettos no nos pe

la maquinaria enzimitica que

DNﬂybolimerasas de ejes

es importante, ya  Ague

l‘_

a

DNA balimerasa que

(eri mamni feros

1 afidicelina,

sibl

expetrimentos es que la

hioras  de
embyrionarios

1 treparativa

o

la

rmiten afirmar & la  luz

de la literaturs esxisiente,

la positble precsencia de una polimerasa

de Lipo reparativo que actle en  forma preferencial en ejes
anbricnarics de naiz y-irradizdos durante las primeras & horas de
la germinacidén, perc tanpoco la descartam. En la discusidn  se
aburdars mas al respecto. .

E= evidente que los estudios previos resultaron insuficientes
patra obterzr una idea clara sobre las caracteristicas de las DNA
polimerasas presasntes en nucleoss de eizse embrionarios de maliz
duratite las primeras horas de la germinacidn . Por 2z2ta razdn, s
procedid @ la purificacidén parcizl de  las  DNA polimerasas

rnuclearass maediante cromatoarafia de intercambaic

1SMICO,

utilizards

una celumma Jde DEAE-Celulosa.  Los  resultados 52 describen a
cortinuacidn (se muestra urn experimento representativoe de poar lo
menos Lies similares).

Er la figura o, 3 se muestra el perfil de elucidn gue

resultd ml cromatografiar el extr

acto muclear de ejes ro embebidos



ACTIVDAD (UNDADES/mi)

 CONCENTRACION DE PROTEINA (mg/ml)

Activ.

A

Fosfato

lesy de eoes o enhrionarics

LEXtI sE N0 enbesidosi,



CUADRO

’Ndf

9

INHIBIDOR Y/0 % DE INHIBICION CON

ESTIMULADCR RESPECTO AL CONTROL

NEM 80 %

AFIDICOLINA 10 %

ooTTP a5 %

KCL 200mM LIGERA ESTIMULACION

KCL 250mM INRHIBE + 40 %
CARACTERIZACION DEL PICD PE ACTIVIDAD DE  DNA

FOLIMERASA UBTENIDG AL

FASAR  EL  EXTRACTO

NUCLEAR DE EJES

"EMBEBILOS Oh A& TRAVES DE UNA COLUMNA DE DEAE CELULDSA.

CUADRO

Noe. 10

INHIBIDOR Y/0

% DE INHIBICION CON

ESTIMULADOR RESPECTO AL CONTROL

NEM 90 %

AFIDICOLINA 9 %

DoTTP 95 %

KCL 200mMM LIGERA ESTIMULACION

KCL 250mM INHIBE + 40 %
CARACTERIZACIGN DEL  RICO  DE  ACTIVIDAD  DE  DNA

FASAR  EL  EXTRACTO WUCLEAR DE EJES

FOLIMERASA OBTENIDO AL

EMERIUNARLIS EMBEBIDUS DURANTE '3 kA TRAVES DE UNA COLUMNA DE

DEAS-CELULUSA.




La-. ac{,ivriéi;'-;d de DNA
:pdlime}aéafprééeﬁbe;enggy.pico ;és&iﬁétféérvuighibida‘ por - NEM vy
'ddTTP} la afidicolina casi ro afecta  a ‘esta achividad de DNA
polimzrasa ( produce una inkhibicidn de alrededor dzl 10 X).  Una
concentracidn de KC1 de 200 oM estimula ligeramente la  actividad
de la DNA polimerasa presente en 2l plco de  actividad, mientras

que una concentracidn de 250 mmiﬁdg KCl) es capaz de inkdbdrla

hasta 2n un 40 XK.

En la figura No. 4 == pfesenta la purificacidn del extracto

-

nuclear obtenido de ejes emhrionarios de 3 horas de gerninacidn
a través de DEAE-celulosa. De nuevo s obtuve un sclo pico de
actividad de DNA polimerasa =1 cual 2luyd entre una concentracidn
de fosfTatos que fluctud erntre 90 vy 120 oM. Al someterse este pico
de actividad a la caracterizacidn <= cobbtuvieron los  resultados
chszrvadoes en 2l cuadre 100 De ruaeve, NEM vy ddTTR - inkdbieron
alrededor del 0 4, afidisslina 2jercid una inhibicidén merncr al 10
oy ORCL 200 cmiocestimuid | de nueva 11gerameqbgr la activaidad
erzindtica. La actividad enzimitica se 1nhioid en presencia de KCL

Z90 m en ndAs o menos un 40 X,

Er la Figura No.o S 0, =2 presenta 2l perfil de elucidn
obtenido al pasar & través de DEAE-Celulosa el extracta nuclear de

Jes emby lonat 1o entebldos durante & horaz. Obra vez, w2 obbiens

it

uw 20lo piloo Jde  actividad gue eluye en un intervalo da




ACTIVDAD (UNDADES/ml) . - st |

N.DE PROTEINA (mg/m1)

3HORAS DE GERMINACION

) i O

OSFATO ‘DE POTASIO (M) -

Proteina

| ==
Activ.

A

Fosfato

mins

wrh TS A T‘E%E
iUt B LA BiaLOTECH



Proteing

A0.4

Activ.

0.3 4

‘(li'l)

Fosfate

|
[=)
o

. FOSFATO DE POTASIO

0.1

T ACTIVDAD (UNDADES/m))

s

50 60
NUMERO DE FRACCION

13 o2 slucion 2n. DERAE-celilesa de las  DNA

21 svtracts puclear 5o zjes embrionzrios




qLIE

tuncentracidn da

Fosfatos:

LU elevada

‘e Cnmblﬁ :Cl '250 % produce

thlddd unhlméflca Qe fluc erte un 40y
= probd tambidh la capacidad de secta actividad
”DNAilp611merasa para  Jtilizar e mol de sintéticol( Ut
'Pulihomorribnnucleétida formado  por  poli rA-cligoe dT ). El
}ééultado obtenido indica que la enzima presente en =) pico de
adcbividad es capaz de utilizar =l molde sintébico con alta
éflciencia (20 %), comcs se& muestra an =) cuadro No. 11A4.
Freviasmente se indzad la capacidad de los extractos nuclesres vy
S2ulubles para utilizar el molde sintético antes mencionado(poli
Vrh—olzgo dT)s los resultados imdicary que dicho molde es  eopleado
un:pocobmés eficientemente por el extracto rmacleasr que por el
Enluble.

Lta figura No. 6 musstra 2l perfil de aluzidn abtenids como
Fesyltado de la purificacidn del extracto npuclear de ajes
s lonarios germinados durante 24 boras. e obdbuvo utn golo  pico
de actividad de DNA polimerass que  =luve e un intervalo de
Cimzentracidn  de fosfatos que va de  LHU & 140 mi. La
Corscterlzacidn del prooe de actividad que se resume e 2] cuadro
N, 12, arre)d los siguientes rezgltados @ NEWM v ddTTF inhibileran
B oLra ProporcIon mayor  al Su s, Afirdicolime vartusloente no

Yiwsiid {anbaicidn mencr o al %0 X)), La | asctivided de  la  DNA

.
o



~ INHIBIDOR Y/0 - DETNHIBICION GON-
ESTIMULADOR ESPECTO AL CONTROL.
NEM 85 % i
AFIDICOLINA 5 %
boTTP S 100 %
KCL 200mMM ESTIMULACION DEL 50 %
KCL 250mMM INHIBE ENTRE 40 A 50 %

CARACTERIZACION DEL FICD DE ACTIVIDAD DE DA
POLIMERASA OBTENIDO AL FPASAR EL  EXTRACTO NUCLEAR DE EJES
EMBRIONARIOS EMBEBIDOS DURANTE & b & TRAVES DE UNA COLUMNA DE

DEAE-CELULOSA.
CUADRO No. 12

INHIBIDOR Y/0 % DE INHIBICION CON
ESTIMULADOR ' RESPECTO AL CONTROL'
NEM 90 %
AFIDICOLINA : 5 v

oOTTP 100 %

KCL 200MM " {'CoTIMULACION DEL 24 %
KCL 250MM INHIBICION DEL 50 %

CARACTERIZACION DEL  FICO DE  ACTIVIRAD DE DA
FOLIMERASA OBTENIDO AL FASAR Bl EXTRACTO NUCLEAR DE  EJES
EMBERIUNARIDS EMBEBIDUS DURANTE 24 h A TRAVES DE UnNA COLUMNA DE
DEAE-CELULOSA.



24 HORAS DE GERMINACION

Proteina

ACTVDAD (UNDADES /i

CONCENTRACION DE PROTEI

Fun e, o~ FarTil os =2z e DEAF-zs=lylioss oz las LNG
DoEiTEYAEAR SesEeSTes me o2l Shuneslmar Sz Bl enbrio ios
[=3 z o= o srnE B4 z



% DE' UTLIZACION DE

' 'MOLDE SINTETICO.

42.5

. NUGLEAR 55.2

PICO DE 90.0
ACTIVIDAD

CAPACIDAD DE UTILIZACION DE POLI rA-OLIGO 47 COMO MOLDE POR  EL
EXTRACTO SOLUSLE, NUCLEAR Y EL PICO DE ACTIVIDAD OBTEN1DC EN
DEAE~CELULOSA DE EJES EMBRIONARIOS EMBEBIDOS DURANTE & HORAS.CFM
INCURFORADAS FOR LAS REACCIONES CONTROL. CoNupacr=30,261,CoSopact=
5307, CofupoLrA=16, 746, CuSopoLia=z214%. ACTIVIDAD ESPECIFICAAE):
CoNupacT=040, CoSopacr=70. 1, ColNupoLiA=298, CoNuPOLIR=2'9. &, AE= CFN
INCORFORADAS DIVIDIDAYS ENTRE LA CANTIDAD DE 3 DE PROTEINA
PRESENTE EN LA ALICUOTA DE EXTRACTO.CPM INCORPORADRAS POR  EL FPICO
DE ACTIVIDAD: CupacT=4166, LUpoOLIA=3298. ESTE ES EL RESULTADD DE  UN
EAPERIMENTO REFPRESENTATIVO DE POR LY MENDS 3 GUE SE REALIZARON.



Cpolinerasa en presenc

“En’contras

1éiﬁédeﬂaFu L

erzimitica en alrededer del SO %, '

£l pico de ackbividad enz;mébicé fue- analizado = z2u capacidad
Para Qtilizar el molde sintético poli rA-oligo dT. Resultd ser
bastante taja (alrededor del 10 % con respecto al control de DENA
activado).No obstante . tanbo el extracto soluble conmo el extracto
ruclear mostraron una bendencia ligeranente nayor a la wtilizacidn
e =ste molde sinbético(fue entre 10 a 154 de la incorporacidn
obtenida =m =l control con DHA activade). Todos sstog resultados

==tan resumidos ern =1 cuadro No. 1Z2A.



_ "EXTRACTO ENZIMATICO

SOLUBLE

NUCLEAR

~ PICO DE
ACTIVIDAD

100

CAPACIDAD DE UTILIZATION DE PULL rA-OLIGO 4T COMO MOLDE POR EL
ESTRACTO SOLURLE, NUCLEAR ¥ EL PICO DE ACTIVIDAD GHBTENIDO EN
LEAE-CELULUSA Ve EJES SMBRIONARIUS EMREBLIDLOS DURANTE 24 HUORAS.CPM -
INCORPORADAS FPUR LAS REACCIONES CONTROL. CoNupacTs16, 000, CoSapacrs
4BE3, LelNupoLyA= 2500, CoSupoLtAS645, ACTIVIDAD ESPECIFICA (AE) .CuMupact=
o444, CuSupacr=~&35. 6, CollurorLif= 102, CoSoroLtA=3. H. AE= CPM INCURFORADAS
DIVIDIDAS ENTRE LUS pg DE PROTEINA PRESENTE ERN LA ALICUOTA DE EXTRAC-
TiJ. CFM INCORPORADAS POUR LA DRA FOLIMERASA PRESENTE EN EL PICO DE
ACTIVIVAD.CopAacr=165823, Cauporr=16%. SE FRESENTE U EXFERIMENTO
REPRESENTATIVO DE TRES REALLZALDS.



En la literatura s= co
polimer

pesc molecular y fuertemernte unidas a

por caracterizar uJna polimerasa con

plantas harn sido poco exitosos.

las primeras horas de las germinacidn
maiz, la eintecic

entre ellos el

que ez posibile detectar, es de tipo

1963 y 1984; VAzquez-Ramos y Ustorme, 19

los .obietivas planteados por husstro

purificacién v/ acterizacidn de

'barticipan ern Jdicho procesco reparativo.

El pPr

purificacidn parcial de las DNA polim

nacleos de células de 2jes enmbricoharios

6, 3, 6, v 24 horas. Contamos

‘sintesis dal DN& ruclear gue

0

2 press

azas oo funcidn reparatiQaj(giﬁof
la'cramatinar.

estas caracteristicas
E= un hecho aceptado
de
de DNA que se lleva &
Fepatativa

g6). be

serte trabajo se planted la cat

coty evidencia indirecta

Comnc enTimas de  bajo

e

Los  intentos

que  durante

illas de cereales,

Sein
efecte v

(OQsborne, 1282,

sde entaonces una de

laboratorico ha sido la

las DNA polimzrasas que

acterizacidn y posterior

=rausus presephes los

de maliz germinados durante

de  gue  la

durante las

primeras 6 horas de germinacidn es de tipg reparativa (Meléndexs
Lépez, 19473 Meldéndez Lépez =t al, 1939 Zarain-Herzoera et
.§5,19d7). .

Ern los cuadros 1 al 4, e presenta el efecto que ejercern  NEM
vy ddTTF sobere la actividad de las DRA  polimerazas oz exXtractos
solubles y rnucleares de bodos los tlenpos de lnclblcion: 1o gque se
pusde absservar 2s que 2l efeckto de estas sustancias s tobal, =S
decir, i1rhiben en todos los casos & wetividad de  las  DNA

v
o



pu11mwr saz prws=ntes an un dq;z,"'

d~sprﬁnd~ qQue - el WSO -.de estos 2 1nh1b1doras huli,f

diferenciacidn de las wctividades dé‘lus DA . P011mnrasas y‘quei
recpuweskba de dstas & las substancias ehn cusstidn es idéntica{ N
Se descarta que en los extractos sxista =olo uha actiQidad de  DNA
polimerasas v que dé este tipo da  regpusstx ,  aurdue no eSS
improbable pensar que pudigran existir 2 o mnads actividades de DNA

polimerasa qus respondieran en forma similar & estos inhibidores .

Las diferentes condiciores en que se ensayd la actividad de
las DNA polimerasas (ensayos bLipo o y (3, no permitieron su
diferenciacidn ya que las condiciones del emsaye S ne afeckaron
sensiblemente alauma actividad en btodos los tiempos de imbibicidn.
Abaridonamos  también la pretensidn de tratar de determninar

=

ib

polimerasa Lipo 3 colnr la ubilizacidn del =hsayo clidsico (esto
incorporands NEM) ya gue NEM siempre ithibid a qualquier actividad
pres=mite,

Ertoences, decidimos utilizar solo las condiciones de pH vy
fuerza idnica (eliminando NEM) de este enmzayo cono un criterio
para diferencirar las DNA polimeracas sabiamos de  antemanco  gus
probablemente log  resultados tendrian restricciones, tal como
sucedid, yva ques las condiciones del ensayo tiFro B no lleaaron a
1inhiiblr nunca la actividad de la DNA polimsrasa en wun porcentaje
superior al SUX (Corn rezspecho al ensays o, en todos los aexbractos
dee todos dos birempos 62 imbiblcidn.

La resplesta & NEM y ddTTP de las polimsrasas  presentss en
extractos nucleares v solubkles, provanientes de ejes  enbriohar:ios

v-irradiados, fuz i1déntica £ ia Oringervada por adjuéllas




LRrOvenler

v estosresultados’ en’los Ciddros 8

renciar,

“inhibidores pernitieron dife

=

“dz " DNA polimerasa, s inclusive ho
actividad de la  DNA . polimerasa. en 2sto
embrionarios p-irradiados) vaque sdractividad:

al tivel g2 los céntr&ll

A 1a 1u2 de las resultados anteriores, adquiere vital
impﬁrtancia la respipzsta abtenida  por los extrastos mucleares y
sclubles de tados los tiempos de imbibicidn  frente a afidicolina
{came <2 abserva en las figuras 1 y 2); la inhibicidn que ejarce

ste hecho

1

wsta SUsStarcia varia con el tiempo de germinacidn,
podria indicar guizd la presencia de por 1o menos dos diferentes
actividades de DNA polimerasa cuyas proporciores varien a 1o largo
de la germinacidn ( por ello la respussta difererncial &
afidicolina ).

Esta respussta tanm definida a la afidicolinma  descarta  que
alguna condicidn como 21l pH haya modificado & la misma y por  efde
sy efecto 1nbibitorio zobre la actividad de la DNA polimsrasa. Logs
porcentales de 1nkibicidn son parfectamente repetitivez comce  lo

Tindican las desviaciormes estindar en las figuras 1 y 2Z.resultados.
B concluzidér, las condiciones del erncaye ho modificarcs &l efecto
que ejerce la afidicelina sobre la actividad de las diferentes DNA
polimerasas.

Tomarndo =2 considaracidts esto resultados s proacedid &

0]

tratar de resclver las posibles actividades de las DNA palimerasas

rucleares  ootenldas de €Jes enbrlonarlos embelldas dur arite

(%1
$



aveés deiuna’ columna de;

 0 mwnu=), kLl 200 mpt cond1c16n oz éleVada fuef:a

“16n1c=) e leuln la actividad de la DNA polimetrasa mientras  gue

7' k§L 2 U mm es cCapaz de ejorcer cierto efecto inhibitorio scohre la
'misma;

SUEn muestro laboratorio ya habia sido purificada parcialmente
’yicaracterizada ura sola actividad de DNA gpolimerasa ( a las 3y
J{é5124 hoaras de 1mbibicidn) a partir de extractos solubles totales

b=l

(Vazquez vy VAzquez-Ramos, 1938). No chstarnte existen 2 diferenciras

hd

fundamentales entre esta DNA polimersa vy la caracterizada en est
trabajo. En 2l  comportamisnto  cromatogriafico . hwestra  enzina
eluye & una concentracidn de fosfatos qQue flucbda entrs 90 vy 130
mi, mientras que la obtenida previamsente elufa a una concentracidn
de fosfatos de entre 21U a 240 mb., La segunda diferemcila reside en
.1a sensibilidad de éstias actividades de UNA polimerasa & a@lta-
Tuerza idnice 53 la enzima que previametite Tus alslads en huestro
labworatoric sz ivnibe & Jna fuerza 16mica de KC1 100 M., mnienbras

mzima qQue Feenos purificado 2 este trabajo, no sSe inhibe

]
[
g
—
a
1

fuatzas 146nicas

n

con wsba concentracldn de ECL, 1no gque adn
mayores (RC1 200 b)) la actblvidad de =sca polinsrasa s estimula.
Ademis, en wsle traba)o demcstyramos  Que  esta actividad de  DNA
polimerasa es sensible & la inhibicidn por ddTTF.  este  inbidibidor *

2l trabajo previo(Vizauer y VAzquez-Ramos,

NG S2 empisd e




o los

cuadrosg:

fj&iém;nqya*al Fasar ; trdVés dp DEQE Lululoca puudu ser gque solo e
sébérergna sola act dad de= DNA pu11m~rasa, pnrdlén o2 otra u
Cobras. actividades enzimaticas por alguna razém que adn
desconocemos, O que durante este proceso de purlfl uC1én se plerdsa
Q inéctive aladn faclor que sew =1 que determina la sensibilidad a
-afiqi&011na.

k -Cﬁn respecto al comportamientos de las DNA  polinerasas de
exbtractos selubles v nuclearss provenientes de  ejes  embrionarios
f—irradiadus embebldos durante 3 v &6 hioras frenmte & afidicoling,
fresulta interesante que Mo hava sido posible encontrar diferenciass
significativas an la respusesta a afidicolina,entre estas  DNA
polimerasas (dhe 2jes y-irradiados) y agqudllas provenientes de ejes
control. En estoc experimpentos se esparaba gque la sensibilidad a
afidicolina variara, =i bajo las condiciornzs de dafio al DNA  se
eztimulara un proceso d2 reparacidn del mismo, = 2l cual  deberA
actuar et forma preponderante uma DNA polimerasa con funcidn
reparativa. Aurnaue no 52 cbservdS un cambilo en la  sensibilidad a
afidiceolina , ni un aumento e la actividad especifica de la DPNA

Folinerasa a sstos tiempos de la gerinlinacidn (3 y & horas), esto
No descarta Gubx U procesc de reparaci1on se lleve a efecto vy gus

sté ihvolucrada vy actde =h forma

M

alygan tipo de DRA polinerasa
1PEpor tante durante esba 2tapa de la  azrninacidm. FProbaolementea
NUELE DS Edper lnentos 10 frazrar los mac adecuadas pPara

azinostyrat la.

,567,




“partir de los

icleares, podriamos clasificar a - esta DNA polimerasa

Craclear coméyuﬁé Eolimeraéa de‘tipd'%‘(Uaétr§v1éja et . al, . 1979;
iLiﬁpégfﬂy. Castroviejo, 1%37) de plantas,basindonos a5 las
Caféﬁtekisbicas va establecidas de las DNA polimerasas tipos ¢ de
'animales y plantas que se muwastrarn 2 los cuadros B y C.

Sin embargo, Creemos gue Son MecEsariog mas sstudicos para que

“eeto  sea  completamente  evidernte, comos o el cAlcule  del PEs0

I
=S
TS
n

molacular de esta enzina una vz que  hava o sido  purificad
extensivamente.

Oheervando de nusvo los cuadros B v €, encontramos que  la
unica diferencia entre nusstra DNA polimerasa nuclear vy la  DNA
polimzrasa 3 de animales (y plantas), serfa su susceptibilidad a

NEM . Se ha reportados que la DNA polimerasa tipo 3 de plantas  es

]

m4s sensible & NEM que su contraparte de arnimales ( Stevens et
al, 1278 Chivers and Bryvamt, 19¢3;  Litvak vy Lastroviejo,19387).
Considerande las caracterisiicas que hemos establecido de rnuestra
DNA polimeraza, sS1 la comparamos con la DNA polimerasa tipo p  de

plaribas v anlimales, resultaria muay similar si o idéntica (tomatredon

Finalmente, consideramss que &1 hechs de que na havamos podido
“lslar mads  gue  wna  Bala actavidad  de DNAR  polimerzex s la
cromatografia de intercambio 1dnico (DEAE-Celulo=za), no indica que

=810 esa actividad de DNA polimerasa - se  encushtre  presente  en

o7

actividad .de .DNA



CARACTERISTICAS DE LAS DNA POLIMERASASVTIPOﬂr;TYJtA DNAi .
POLIMERASA NUCLEAR DE MA1Z =

~BNA FUL NUCLEAR

DNA FOL 7 ) .
DE MAMIFEROS DE i b :»'DE‘P‘QIZ )
H oPTIMO 8 -9  76-85
USU DE UN HomD- Sl
. RRIBOPOLIMERO ~ RN
“UEOMO MOLDE SIN- SI
TETICO Foli rA-
. Oligo dT.
EFECTD DE  IN-
HIBIDORES. v 7 :
BLULUEADORES DE p L
“SH (NEM). FUERTE . FUERTE FUERTE
FUERZA IONICA:
Kel 200 mM. ESTIMULA ESTIMULA ESTIMULA
DIDESORITIMIDI~ R
NA TRIFQSFATU. FUERTE FUERTE FUERTE
(ddTTP)
AFIDICOLINA NO NO NO
. buplicacidn y [(buplicacidn
FUNCION reparacidén del (reparacidén del
« gencia mitocor-|[9arana mitao-| Desconccida
PROPUESTA drial. condrial vy adn
il cloropléstico. aun.
£ , MITOCONDRIA MITOCONDRIA .
« | LOCALIZACION A NUCLEO NUCLEO.
7
: NUCLEC % | o OROPLASTO ?
~.  REFERENCIA: BRYANT ¥ DUNHAM, 138,



rdcleds de 2)és enbrionarics d

Serninacidn. Algunas explicCacior

las ctras DNA polimer w0 ﬁny 

qQue ®i cortinUacién se enumer s

‘labilez o suscepbibles & probedlisis; éstas se encuenktran -~ en | muy

[ul

rbéja‘canti-ad a =2so= tiempos dz la germitiacidn, de tal  forma Qque
su actividad =s Jificilmente detectada; dos ¢ mds actividades de
DNA  polimerasas pudisron Fraber copurificado (=sto podria
descartarse a la luz de los resultadas obtemnidos con el inhibidor
afidiceling, va que la actividad obtemda al pasar por la  columng
resultd ser inmzensible & la ' misma). Las anter lores son
explicaciones probabrles de los resultados que hemos obtenido.
Finalmante, pencancs que nuestro  trabajo,auwque ro  permnite
l1legar a conclusicmzs definitivas, contribuird a enriguecer la

literatura del tena.




- VIIL CONCLUSIONES .

1.-NEM Y S4TTP - NGO PERMITEN DiFEﬁE&CIAﬁ:IENTRE  §;FERENTES
ACTIVIDADES DE DNA POLIMERASAS TANTO EN Lbé'EHTRACTUS NUCLEARES O
SOLUBLES PROVENIENTES DE EJES EMBRIONARIOS DE MATZ, O BN
FRACCIONES FARCIALMENTE FURIFICADAS, DE PROCEDENCIA NUCLEAR.

ES MmUY PROBABLE WIUE LOS CRITERIOS DE CLASIFICACIGN DE  DRA
FULIMERASAS AFLICADOS 6 LOS5 SISTEMAS DE  CELULAS ANIMALES NO SE

FUEDEN USAR PARRA ANUELLAS DE CELULAS VEGETALES.

2. ~EL INHIEBIDOR AFIDICOLINA AL INMIEIR EN FORMA DIFERENCIAL A
LAS DNA FOLIMERASAS FRESENTES EN EXTRACTOS SOLIUBLES Y NUCLEARES DE
EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ, W05 DA IDEA DE LA EXISTENCIA DE FOR LO

MENOS DOS ACTIVIDADES DE DNA FOLIMERASAS.

. -LA PURIFICACION FARCEAL DE LOS-EXTRACTOS NUCLEARES DE EJES
EMBRIOMNARLOS EMBERIDOS DURARTE U, 3, 6 Y 24 HURAS A TRAVES DE
DERE-CELULOSA, SOLY FERMITIC LA RESOLUCIGN DE Ul FICO b
ACTIVIDAD. ESTE RESULTADG N DESCARTA GUIE MEDIANTE UTRAS
METODULLGIAS U MODIFICACION DE &5TA MISMA , SE PUEDRA RESULVER MAS

DE U PICO DE ACTIVIDAD e DA PULIMERASA.

o
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S GUE SELE  DETERMINARON A7 LA “DNA

RAVES DE DEAE-CELULUSA, CURRESFUNDEN. A UNA

'+ DE CELULAS ANIMALES Y VEGETALES.
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