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ABREVIATURAS 

A : Adenina. 

ADP : Di feos f c. t..eo de c.deneos í na. 
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dl.'iTP Deso:o>:igL1anosina 5' -tt"i fosfato. 

i>EAE-c.elo.ll c.•:.« : Di et.1 le.mí nc.oet.i 1-c,;,lulc.osci. 

DMSO : Dirnet1 lsL1l f6x1•jo. 

DNA Ácido deso>:i r-r· 1to0nucleicc•. 

DOC De:.o>:ic:c.•lcii . ..c.. de :.odio. 
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roetil- 3 H-TTP 

metilo. 

T1rn1d1na 5'-lrifo:.fc.t..c.o t..ritiadc. en el 
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NEM : N-et1lrnale1ro1da. 
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T : l.1mina. 

TCA : Ácido triclo1-oacético. 

Tris base: Tris <hidrox1metil aminometanol. 
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I. - INTRODUCCION 
, ·-· -'•-• 

Lc.s ·mcoroóco.tiledóneéis scw1 plc.nt.c.s de vit.c.l importancia en la 

al imo;,t:,~~~Lsn.d-:0 \a hLU~anidad. De éstas, las grarní neas '=!Ll8 ino:lLiyen 

a ló.s ·cer~ales, ó:.•nsti tuyen r.iuizá las fuentes de alimento más 

grandes e importantes del rfll.mdo. 

Un buen eJemplo oe este tipo de plantas es el maíz <Zea mays 

Ll, que en r1Llest.ro pc.ís es el cereal de rnaycor consLUno. Por elle•, 

actúan dut·ante la 9enninación del rnalz y que penni ten el 

establec1mi•:nto de la plánt.Llla. El cc•nocimient.o prc•fLmdo de este 

proceso pennitirá parci aum-.nt.cir la 

prodLictividad de· este CLll tivo. 

LA SEMILLA.-La semilla se deriva del óvulc• fert.ilizad•:i. 

Cuando madura es la forma mediante la cual el t1uevo individllo se 

dispersa. La so;,101lla ocupa tma posición ct·ítica en la vida de las 

plantas super iot·es. El estab le•=irnientc• cc•n éxito del 

individuo depende en gran rnedioja de las caract.erí sticas 

t1si•:iló-3ica·s y t•ioquirn1•:as de la seonilla. t::! cultivo de la rnayor·fa 

de las especies de importancia pat·a el ho:ornbre depende de la 

•¿1errninac16n de S8tni l las. Más aún, las se1ni ! las t:.ales corno las de 

cereal.as y 

rnc.ojur"1ci6n <Bevl!Eo<y y Blac.k, 1986; Mut-rc.y,ll.R, 1":184). 

En c&s1 ~ocios los c~sos, 1~~ siguient~s e~tfuc~ur~s pueden ser 
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t·e,.=onoci•jélS, dw·ar;te el.' d€.sar·n:.1Ío oj°"{-óVLll~ fertilizado: 

( 1 l La test_a ...:procllicto de uno. o ·<'.mbos integurnent¿•s del óvulo; C2l 

e 1 peri s~~:r~~~:_-t~t:t:~~ ~,;.ci;;'~·-¡;;;·'°~~r_ltl~=ei-lí)~;~~~(3)~~~E1~-endosper·mo. 
prod1..1cido como resultado de la fusiÚ, -~t1t;.€'<:· ~i;~c:,; t1(1Ci~() gener·ati vo -

rnascLll ir10 y lcis dos n•..1cleos polares para._ formal· ·el núcleo 

triploide del endospennc•; (4) El erntwi6n -que es .el resultado de 

la f.:.rti l ización de la oosfera (.:.1 óvulo> por el r1úcleo rnaSCLll it10. 

El embrión con::>ist..:. del .:.j.:. .:.rnbr·ionat·io y uno o más •=c•tiledor1es. 

El eje ernbriona1·io consiste del hipcu=otilo al •=ual están wüdos 

los cotiledon.:.s, la t·adi•=ula y la plúrnula(el ápice del tallo con 

la p1·irnera o p1·irneras hojas verdaderas) <Bewley y Black, 1'378>. 

GERMINACION. 

E1·1 la 1 i t.eratura cienti f ica el término germinación se usa 

frecuentemente cc•n descuido y algunas veces incorrectarnent.e y P•:-t-

tanto es irnPc•rtante aclarar· su si•:mi ficado. La germinación 

comienza con la torna de agLia P•:w la semilla ( irnbibici6rnl y tennina 

con el cc•rnienzo de la elongación del eje ernbric•nario, usualmente: 

F'or t.C<nto inclL¡ye nurnerosc•s eventos, v. gr. 

hidratación de protelnas, cambic•s estruct-Ln-ales subcelulares, 

respiración, sintesis de rnac1·ornolé•=L1las y elon;iación celular; 

Pero su efecto 

•::1:1mi.:•1 nado .:s t.t~ans formar 1..~n ernbr i6n en reposc1 y deshidratado ccw-. 

un rnetabi..:.•l1smc• apenas 1jel:.~ct.able a cu-10 ·=1ue posee ut1 rnetat•olisrno 

v19cit·osci que culmina con ~l cre•=1m1ento .. La 9erroina•.:ión en sentidc1 

~str1cto, por tanto, no incluye el crecimiento de la p!át1tula, el 

cual corrnen.za cl~anúo la gerrn1né1ci6r1 ha tet·rn1nado (Bewley y 

Black,1~86;Murray,D.R.ed.,1984J. 
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Desde el .¡::~i;~;;~-;;i;f~-:b~~;=iufrnií::•:i;' e la= ~gerrnin¿,c:~~n podda 

definirse corno ia:s"éhi¡;· de e~et1tbs )nol:ec:~iiat'es · . 
. ,-\º;_ ·\. ~~?~<---~:~-·:-º.~·-<<>~.-~:~~ .. ::_< .. ,.,. "'·~-· 

¡;.wimerc. divísi6n c.:llll~r< (Ú~t:<:;rne,· "19_~3>~ 

P«ra <¡Lle una s~mil l<i;;pl1~di' ll~~~;; C1 efecto €;1 

gt.rrnir1cición, deberá ccdc•c:arse .:n cc•ndicic1nes favorables~ L«S . 

para ..:i•.ie este proceso se lleve a efectc• sc•n: w·, aporte SLlficiente 

semillas, la presencia de luz IVázquez Ramos,A.,1986l. 

agua, denominado 

se presenta como Lma hidratación de las paredes 

ce hilares y de los coloides ci toplasmáticos. La cantidad de agua 

absorbida por la semilla depende de fac:t.ores propic•s Y del medio 

ambiente (B.;,wley y Black, 1978>. 

Los reg•.1erimientos de ener·9ia de la semilla genet·almente son 

de •:•xidación en pi-esencia de 

de b1óxidc• de carbono y entr-ada de oxi9eno. La comp.:;sición de los 

IBewley y Black,1986J. 

Le. t.ernperatw-a óptima para el desarrollo del emb1-ión varía de 

Para •=ada 

especíe7 e::<iste una ternp~t-at.1..~ra máxima y una rn.í.nima, pcit- arrit•a o 

debe.Jo de la .::ual la ';lenninac:ión no se lleva a efect.o CBewley y 

Black, 1978l. 

'·" 

3 



se 

d"'tal lan: 

FASE I. - Se. presenta ít·ricialmente tm marce.de• incrern.;,nto en el 

c.:•nstnno de ox.í9e.no gtie Ptlede sew at.r¡buido en parte a la 

act1va<.:ión e tüdralación de enzimc.s mitocondrialo:s invollict·adas en 

el ciclo de Krebs y en la cc.denc. de t1·c.nspo1·i..e de electr·ones.Lc. 

respiración durarrte. e:sta fc.s,;, se incremo:nta l irre.alment.e conforme 

avanza "'l '3rado d,;, hidratación d,;,l t,;,j ido. 

FAS!:'. II. -Se caracteriza Pot· una fase la-:¡ en el fenómeno de la 

respi 1·aci6n, ref l€<Jado por la estabi 1 ízación o aurn..,nto rnllY lento 

..,n la torna d"' oxí °"'eno. Se ha cornp 1 e t.ado la hidra ta•= i ón de todas 

ias partes de la seinilla y t.•.:ujas las enzimas pri:aexistenti;:s se han 

e:v::t.1vado. Aparentement.~ -=>~iste lJr1 1nc:r-:rnento mc1y P~·4•.,ef'io en los 

las ~nz1ma~ respiratorias o en el núrner•:i 

mit1.:icond,.1c:ts 1:1ut·ant.8 ~-.::;t.a fc:tst:a .. Csta fci~~ la·~ ian al·;K~nas s.i:inillas 

.~.: U.:::l1~~ t:n µdt·t.8~ et ·=tt~e lé:t:. c.:ub18rt.C1~ u c•t-t·éts. ~:::..t.t1.,ct.ut·o.:, lir11Jt.etr1 

t.r d. y~r1d,.1 8'S 1..u •:.ufnc.1 c..:.,n;.e(.th::r-1c: i ~ ~ l €:~"t-cit1l ~¡:_ l m1 t::nt.lJ t-€:!fflf.-'l.lt"et l d~ 

c.c.w,1j1i::1ctn8~ etni:ierót1i1:_ei=... Ot.t·d. pc1=..1ble cduZ..ét Cíe est.~ 1d~~ le:tg 

es qL41:! lc:t activd.1.::ión d~ la vla ·.Jl1.h:1:1l!t.i1.:a durant-~ la germinación 

4 
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llo;,var a la acL1rnllla~i6n do;, pin~1vato debida a ,'déifÍciencias en el 
-~-=-=-=---=o-o-= -- ·'.e;.::::: 

:::;~.:ps::~ei.::~~iE~c:,-º~:s;':ª .. ::}r~;,¡~;;~i'J~~t~l~¡}i*:~:&~:f:!1~::,.:: 
.... ·,·:·-··. -.. -.. '· -'á,,.: .(,'.-~·./;'. -""'"-' ~i!· j: .. :f..º~~<;:·:o::~ '-:..~: . . 

ci'.,,;;;;,¡i~B~;f;i-;~~;i.;.\'.. una. 1ºut.a _ fenroentaf.iv~; 
c•xí~.,,~!t:<~¿µ"~·ª;:· 1984; 8 .. w1e<y y B1aC:~.-;f~'.8~);¡WA 

. .-:;·-. 

E'i-it1:¡¡; l<is-fétses II y III d.;, la respfrad6ri,\;'.esicLiando 

;,,,ntfl:{¿};·~J~ '/ad~clda penetr·« las estrnc-Í:.uj~s 'cifc~ii1cla~1tes: 
9ei1~l~~-J'W~n se ha cmnplel.acio <Be:wley y Bláck,1986). 

DESARROLLO MITOCONDRIAL V FOSFORILACION OXIDATIVA. 

de 

la 

Sitio de la Prod1.~·=•:ión de ATP durante la imbibición temprana. 

La prc•ducc16n "'nzimát-icc. de A1P en el citosc.ol d•.irantt: las 

-::tapas t.empranas de la imbibición se ha propu8sto come• Ltna 

alto:1-i-1at.iva dt: la fosfor1la•:ión o;.<idat.iva. El proceso bic1sintét.icc• 

p1·op1.1esto, "!'-"~ no re•.:¡uier·o: oxígeno, involucra por lo menos los 

pasos sio,;1uientes: 

MALATO DESHIDROOENASA 
MALATO---....,,,,.--=:::.::::~ --------

N? ~NADH 

PlRUVATO +. ATP --=:::: 
PIRUVATO CINASA 

Ol<ALOACETAl O 

p~1 FOSFOENOLPIRU­
VATO CARBOXILA-

CIJ2 ¿¡:¡ SA 

FOSFOENOLPIRUVA ro 

ATP, diferente a la fosforilaci6n oxidativa gue utiliza la via dt: 

esta ruta cipet·a inm~diat..arnente 1jesp1.1t'iis de:l ci;irnienzo 1j~ la 

1mbit•icion par· a ¡:.ot·0.jl1ci r ATP <8EeWlé!Y y Bl ac.k, l ":/78, 19:36). 

Lc.s mi t-.:.•cc.•ndr ias en emt.w ic.•ne:s no embtobidos y en t.ej ido de 

5 



¡. 

t, 

- .,., .c.·: 

PO•jer· ne•jL1ctor ·.· de. ·.Aa) 2~f>l-l' Y. ·J[s':1p::i'r·ª~º····· 'd~s~Ídro;,-¡er1aisas~ 
G.;,r,et"c.lment.e, le.=- ;nii..¿;:¿;~8/ik~';,•~)(~Fé<níci~;'d~;is~r~íÚ ai ~eca=. pL1edet"1 

o>:idal' el sL1ccinato y el .. NÁ'D~\~lj~~~';,'·1~f%-o'v~€:>Asf, las n.it.as 
'··,· ·. ·.·_¿', ,¿:. 

de tt"ansporte de elect.roties entn;i.:~a¿~inatO. y llbÍqLlinc•na y 

el NADH exógeno y la t1bi·~uinona, e~•tán pro:.sentes y se act.ivan 

inrnediataroente desPLiés d.;, la hidratación. ALw.que estas v!as tienen 

uücialrnente una actividad baja, cada vez esta va siendo más 

promiroente confc.nne avanza el tiempo de imbibición. En •::ontraste, 

las mitocondria·:; ,je st.rni ! las r·ecién embebidas o>:idan al rnalato y 

al et-ceto9lo.1taratc• en JOLlY baja propor•:lón, y el desarr·ollo de la 

capacidad de ox1da•::i6n 1.1sando NAiiH oo:o.n-re m1.1cho más despacio 

do..wante la 9erminación. Además, dw·ante las fases itüciales de la 

9<::rminaci6r1, forma 

rnalatc, y 

o-•::etoglutar·ato cc•rno Slli:•strat•::.s, y la tr·ansic16n del estado 3 al 4 

de le. resp11·ac1ón no c•c1.1rr·e !Nakc.yama et c.l.,19:31). 

llna caract.aristica general de la o:>ddación roitocondrial 

imbibi•::ión. Esto 

las mitiJcondrias 

ntimero dt: mi tcu:etndr ías 

<Mcweiand et ed., i·:04J. 

:.t<rnillc.. 

biogénesis 

el 

6 



SIN"fESIS DE ATP r>URANTE LA GERMINACION.-
,- - - ·, i. :- -~-;,:.:~', _, . 

·La s!ntesú(de ATP durante la 9enninaci6n ha sid•::o estudiada 

_.n solo~tirias cuantas ,;,species,perc• -:1 misrno patrón general siempre 

emerge.· El nivel de ATP en semillas secas es e>(tt·emadarnente baje, 

•=oroparad.;:, con los ni v<:les de otros n•.1cl.::6tidos de adenina <ADP y 

AMPl, pe1·0 •jespw?s de la füd1·ataci61·1 se in•=n:menta fOllY rápido. 

Durante la fase la9 de ccw1swno de O>dgeno los niveles de ATP 

permanecen r8lat.ivamente c1:1nstantia:s; un aument.cr posteric1r en los 

(Obendorf y 

Marcus, l':'IJ4>. El aumento de ATP en la semilla está acornpal'íado por 

• .. ff1 requer i rn len to temprano par a s•~~ s.í nt.es is de t1QY..Q. • La poza de 

ATP d•.,crant.;, la fase la9 no es estática Yét .:¡u.:, si la sínt.::sis de 

ATP es inf·11b1da, ~ :at:... al c•:1loca1· las semillas en una atrnósfer·a 

d.;, nitr69<:no pa1·a impedir la oxidación final en la mitocondria, la 

PCJZót de ATP se uti l izcirá ráp1dótmente, y SllS ni ve.les disminliyen 

la cantlda•J dé ATP,el '3rado d~ st~ -=5ínt.~sis t:st.á balanceado 
'. 

Este 

•je ATP a t1empo,; t.<2rnp1·an•:.s d<2sp1.1és de la imbibición es p1·od1.Jeto de 

7 



-la -act..i.y1_dad de la c1tocrc•ino ox1dasa, .Y.,. Sr..._ el./tTF;' prodlicido es 

•:onseCi.;enc1a de _la ~.;;r6;-~iJa.~T6,··7~xi§,~~~~~+L~fooJ4t:rL~~~L~{~ 
Pradet, 1981 l. El incr·ernento en ..::!. nivel d•.é'A·rp\//f:.'Qp:'.fii;itÓ';}':de; la 

carga ener9ét1•=a penni te que dentro de. la~ Ü1liLi~-~ ~'~Ó- '.rr~i~~iéizcat'1 
las reacc1c•nes bi..:-sintéti;=a·:; -(Eit;,wley y Blacl¿t ;f~a6)/{j(á·'. -\ 

·, -'":-•'. :: ¡;:·;! t'/~·,'- ;-~~~i 
,,;_/ '• •< 

->l./ :;·.;: ·._:- -,',.-:~.·--.~~.~---'. .. ·.·-: .···. '.~r· ~--2 .. -~~-~,' • ,, -_ _ __ --

,, ,~:; ;;_ 
SINTESIS DE PROTEINAS Y DE RNA DURANfk q~':· GÉRMINACION. 

Lis síntesis de pr•:•teínas t.s esen•=ial para ·::iue la ·;:¡errninaci6n 

pueda ser complete.da y para que la radícula emerja. Su inicio 

después de la imbibición es, en gran medida, ir1dependíent.e de una 

antes de ql1e la 9enninaci6n 

síntesis d€o prc•1:-eínas <~ !'.!QYQJ. F'ot· •::ot1·0 lado, la síntesis 

dl~pl1cativa de líNA es parte integral del crecimiento del eje 

embrionario IMurray, 19841. 

La sfntesl!,, de !-'rcd .. e.incis ~K• c•cun·e e.n le. se.mil la seca, da 

inio::ic• c•.Jandc• !c.s células ,;,stán su f icient.ernente hidratadas Para 

perrn1t1r q•.Je los r1t•C•S•::ornas se asocien cc•n el rnRNA <Sen et-

ª1_. '1975). 

rot<qlu1·1ar·ia necesaria para la síntesis de proteínas (Ma1-cllS et 

8 



,•, .: ... -

.::...::.· . .:..;..:;·-.!:·; ~''---..:.~_,0..:.· ~- _·.:_) 
- _._. -ce -___,, -·~ 

rit•osornas 
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en re1ac16n a si. 1a .sZgie~i~J'.1~ protefr.as '=!lle se ·1·1e:v~ :~'.;~tecto ei-, 
la semilla reéién· e:Ot:.~b'id~ e;;; o ';10 precedida 
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pot· üna' slntes1s. de 
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RNA, en•par:t1ci11a_r de mRNA. D(wé y Wat.ers-el1 1965-y ºKle:111-et~~a.T:-; 

en 1·:01 "detn•:.strarcon qL1e la s~ntesis de proteít~~s en esa etapa de 

la germinación estaba 9Lliada por mRNA previamE<nte sintetizado, es 

decir,rnRNA sintetizado y utilizado durante 

almacene.do en el r1K•rnentc• de la fonnación de la semilla. 

Exist.en otros estudios que SL1st.entan la idea p1·ecedente. Chen 

de rnRNA ltt·anscripci6nl al iniciarse la germinación en ejes 

Asimismo, la observación de la 

fc•rmación tempr21nc. de PC•l i1·r ll•osc•rnas es 21fect.ada 

cot·dicepina y e<-amani tina, i nf-oibidc•res amt•os muy efecti ve•s de 1 a 

sínt . .;,·sis de rnRNA, era evidencia cla1·a de qL1e la t1·anscripci6n no 

es un procese• necesario para la sínt.esis tempr·an a de pt·ot.ei1121s, y 

qL1e al llÜCie• dt: la •:ierrninaci6n este proceso 

pr1nc1palmente con 1nRNA almacenado No 

obstante, exist.en t·eportes q1.~e rm .. 11:stran la exist.encia de sinti:sis 

ternpt~ana de RNA en la. get·rninaci6n. 

En i ·:n-:+, Cf·1eLm·3 y eco! s. 

ir1dican que en 8rnbr1ones de trigo, d~spués de 40 minutos de 

~"5i:.abl8c1da la irob1t•1•=i6n la sínt~sis d8 pt·oteínas estaba 

el rnRNA almacene.de•. También Sp1e·;.o;,l y ce.is. 

imbibi1·, 

det.-=ct.ándose t·RNA ceorne• mRNA poliadenil21dc• m21rcado 



i!>C.•t.ópiÓ1mer·1t.e~ Otn:..i, · c.ut...cwes obt.Livieron resul (e.dos si mil c.rei, cot'1 

ohas especies <PC:.yne, 1·:i-/7;lakc.1wc. .. y TanifLÚi, .1979) .• 

La sír1t0:,iis de RNA d•.want.i la irnbibici,;;:,- t:empr·ana requiere la 

presencia de una RNA po)i1nerasa activa·. Se ha demostrado ·:iLie E<sta 

enzima está Pt"E<Sente tanto en embt·icoroes d~ trigo Y de cebada aún 

secos<Jendr1sak y Becker,1973; Fat•1sz-KiJowska et al,1'5'75); la 

enzirnc. pc.rect. encontrc.r·s-. en la cc.nt...idc.d suficient..e para cat..c.l izar 

la sfrote:sis de RNA inrnE<diat.amente después de la imbibición. Ha 

sido difícil est..ablecer con cEor·t..e:z.c. la rEolevancic. del mRNA de vida 

la síntesis temprana de 

protEoínas. Es pr·ot•able que el mRNA almacenado sea el sc•bt·einte del 

procese 1je la embr1ogéne::;is y ·:ii.~e las proteínas necesarias para la 

•3errn1nac16n pr·ovengan del mRNA s1ntet1zado de t:!QYQ.. 

SlNTESIS DE [>NA DURANTE LA GERMINACION. -

Let secuencia de eventos bic1químicos y fisioló•:mi•=os, que 

COrTrlU-18S lét 9enn1nación de semillas de 

gramínEoétS, puEoden dividir·se en dos grupos: a) Event..os t"'mpr·anos; 

h1drata•.:i6n:11 síntesis de proteínas,. =:intesis de RNA y reparar=i6n 

del DNA, y b) eventos tardíos o secundarios; expansión celular, 

dtJPl icación dE<l l>NA y rnovi 1 izac1ón de r·E<sE<rvas <Osbcwne, 1983>. 

Lét exponsi6n de la rc.dfc•.lla dentro de la semilla c•curre 

la división 

lk d1vis16n cEolulc.r ocurre. IBewley y Block, 1986). 

El ti~rnpci en •41..~e •=•:1rn1enz.a la s1nt.-=$1S duplica.t.iva del DNA 

12 horos 
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d.;,sp1.14s do;, establecida la imbibÍ~i6n < !Cl~ené: y> Óst•C•tT1e,. 1970; 

""º"0::"~;m::::;:~~;:~_,:r~10~~tt~iii~;~¿tf !r..,,, 
1j1_1p 1 i ca ti vá del DNJ~ me•j ida ~c•rn~• la · it'aC.~t'P•~;¡'.:a;];st~~~e·~ Lit"; miel etSt ido 

las .. ;'•·•ttfir'..:Z ;,~e~ imbibición 

<Vázq1.1e:z. y L6pe:z., 19:0:6). No ot•stante, ·en tiempos tt:mpn.neos de la 

imbibición existe w1 peg1_1e!'ío in•=n:ment•::. en la in.ceor·poraci6n de la 

mar·ca; las evidencias s1.1·,;¡iet·en •:¡1.1e esta síntesis de DNA es de 

En plant;.as super-icores, las evidencias biog1.1irnicas de la 

ex1s1-encia de r·epé<ración de lt:siones y/o cot·l.es en el DNA sc.•n 

relativélmt:nte t·ec1entes tVeleminsky et. al., 1977; Osbcorne et al.. 

1984). 

Además de las di fet·;;,nt.;;,s les1c.•r1es cil DNA que pt:nnanect:n sin 

otras lesiones se 

acumulan dLll'"ant.e el peric•dC.• en el •:¡1.1e lci semilla pe<r·mat1ece en 

la reparaci6n se t·ea•=t:.ive en el momento de la imbit•ici6n. A menos 

embrión sean 

di f 1 ci lmente PC•drán opt:r-at· adec1.1adament.e. 

Para que PU8dan ll8vars~ a efecto dentro de la célula los 

un gr~n ncimero d~ ~roLein~s difer~n~es. Uentro de ell~s las DNA 

¡:woces.:.•s íAq1.1éllas cc.uJific.adcis en el [if~Al. 

11 
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A;;-

. ':-:~::'.·~, 
Aspectos r,je;~.~;:élú,~ •. ~ · . ·· · ··" 

Las ÓNA'F>Ci'Úin~rasas-"iii~~ dep~;~di~r,~1~/~C,6º.1 ~s · enúmas 

,.. :· cabo Já i1-.;ist:P'Ít0ifatitW <t-· 'de ·"t~¿s 
,:·.~{-; .:;'~.¡_,··:; .. ,·,,,, .... -,, .. 

desoxfrnt•0nÚcleót.üio~-S:t.17ÍfCJ~f.¡(.~cl~~-·é(CiAú0·; dCTP, dGTP y TTP> a 

un mol de base o:ie r>NA de• ~cti~t"~~< :á:i ····• ~~~1;.,,;~~ i ente• . de bases según 

Watson y Cr1cl:, A con T 
,.-.::,':·-,,_,:º/,: 

y G .con liberándose pir·ofosfato 

{Korntu:'!t·g, 1980). 

Todas léls DNA polimerasas requieren de un iniciador o cebador 

qLle tenga Lm extreme• 3' -OH l ib1·e, el CLlal PLlede ser· RNA o DNA, 

para ·:¡ue sean capaces de ejercer su a•=•=i6n de polirnet·ización. 

Reguieren de un cat,ión divalent..e, magne:.io e• manganeso, y un molde 

de !)NA para SLl acción y solo:i actúan sobr·e los n•.i·=leósidos 

5' -tri fosfatados. La nueva cado;;na de llNA se sint.etiza en fonna 

cornplernentar1a y antiparét.lela en dirección 5'-3'. 

En pn.1car·iot.es se ha de1nost.t·ado la e):istencia de tres tipos 

di f.:r·.:nt.é!S ci.: DNA polifll8t'C1Sé<S, d.:norninadas PC•l I, pc•l Il y pol III 

debido pr1n•=1palrnente a las razc•nes si9Lnent.es: la faci 1 idad para 

de generdci6n cc•t·t.o, perc.1 s.ot.•re t.odo a la pcisibiliciad de obt.8n~r 

rnut.c.nt.es condic1or·,;;de$ let.c..lt.:. d.: lo$ g.:n8$ qLl8 codi fic.c..n pc..rc. 

.. 1 ~e restHnen las 

de DNA po11merasas. 

En céhüas euca1·16ticas lde rnarní fero:;l son c•.iatro 

12 



CUADRO A 

Funciones:.··· 

Ac11vidad: .· · . 

•·Efecto de ·f 2o mtJ. 

KC1% <) 5o mM 

·(:·.·.JOO.mM del óptimó 
.150 mi/. 

lnhib1cíón por 2·~deso>1-

análogos 

lnhib1cíón por ara-CTP 

lnhii:iicíón por agentes 

blooveadores de grupos 

sulfliidiilo 

Generales 

Tamano ( Kd) 

60 

8(1 

100 

80 

109 

+ 

60. 

100 

70 

50 

+ 

+ 

+ 

.120 

+ 
+ 
+ 

6C 

50 

10 

o 

+ 

+ 

140 

1 
i 
1 



pol 1roE<ré<sé<s que se hon podíd.c• dí stJíngL1i r • Se hé<n usado di fE<rE<nt.¡,s 

nomenc la tw· ase pa ra-ici;;;-,'tTtiéar:·:c;;.~,ic~<'Li-r,;;¡~ :t"ca~-t';:c~Vi~Toi ~f-:i87T ~--E11- . 

est~ trabajo,' la cla,;ifi·~ácÍ.óni:~~i~d~-·~1~ ~1 ~arikbéto ·· griego se 
.. :, - . " . ';. . . ·.·'t ~\~';s-

u ti liúirá para sll iderlti+ida¿;¿•n "IClebtT~,íc'a..:;úsi~ 
,.:,~.L>:.·~ ~:?/ -.~ '. ~:·,_,;:,:~-- "··-- ._!:·-~~>. 

:-1:1 -'··~.~:r --~,2~:·-;,7~!t_J;·l!,;:·:· ;;'.;.'' 

DNA • Pqí36~RB~~~~pª;:y 6. 

La DNA polimer·osa. o. fuZ l~~Ph'fr~l~a-de las DNA pc·lirnE<ré<sas 
. . ----·-. ,_,,. . ' de 

de alto peso rnolecL1lar incapaz de con·egir lc•s errores de 

incorporación (prc•ofrE<é<dirog) Yo qL1e ne• prE<sE<nta Lma c.ctividé<d de 

E:=XOnl~c l 8etSiC:t 3' -5 • (So y Dovn-1ey ~ 1 988) . 

Se considera que lés l>NA pol irnet·asa c. está invol•..1•=rada en la 

duplicé<ci6n del DNA y va1·1c.s .;,videncia;. dan scoport8 a est,a 

aseveración: la magnitud de SLl acti vidésd enzirnát-ica ccorrelaciona 

celular (fase S del ciclo celular>; todos los inhibidores de la 

proli feraci6n celular inhiben igLlalment.e la duplicación ojel [)t~A y 

a la l>NA pol 1rnerasa a ill v1 tro llke9arni et al., 1 ·:n::¡¡. 

cornpleJo pol1pept1dico lWon9 et al.,198:::;; So y Vowney, 1·:1:38; Tarnai 

o~cila entre 125 a 18U Kd; 2> Ut)a fosfoproteina de 77 Kd de 

con la act1v1dad de la l>NA pr1rnélsa. Se ha observado que '21 

<Nash8uer y Gross~, 1988). 
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lW1a act.ivicl~d de 

exc•ni.1cleasa 3 • ::.5• <c:i~li{é> ~t. ~L, l':/86>. Aoem~s de su ºai;:ti viciad de"º 

e;(onucl .. asc. et~ esa ~Xt~¡~~~óPr·~ est.c. enzimé! Pllede dis.Üngúi.rse de 

la DNA pol crc•rnatográfico y la 

esp.;,ci f1c1dad con qt1.;;, utiliza al·3W"1os mc•ldes sintéticos in v1t.ro. 

Las VNA pol irnet·¿,,;as tipo ó prefiet·.;,n copolimerc•s al tet·nadc•s talo;:s 

corn•:. poli l<:IA-dTl, m1.;;,ntrc.s que Sll actividad sc•bre moldes de LlNA 

Las DNA pol uo.;,rasas tipo 6 do;: rnami fen:.s con ,;,cti vidad 

asociada de exc•r1ucleasa 3' -5' =' han sido aisla.das de varios 

teJld•:•s, como por eJemplo: tuno de ternera (Lee et al., 1·:1::CO;Cn1te 

et al.,1986; Wal-.l et a1.,1·,1:::6l,médula ósea de ccw1eJo ((ioscin y 

Byrn.;,s, 1982> y placenta hwnana (Lo;:e y T.:•c•rney, 1987>. Alg1.mas de 

las propiedades de t.odas est.a~ .:r1:dmc.s, come• son el peso molecl1lc.1· 

y_ la lltili..:'.ación de rnold.;:s sintéticos vat·ian , a1.m·:i1.ie e>:iste la 

po:;;ibilidad de o:¡ue esto se deba al protocolo de purificación 

empleado en cada caso. 

Est.;, tipo de pol11nerc.sas pt·esentan al•31.1nas ca1·acterist.icas ..:;,n 

const1tut1va del c•:.mpleJo, poseen l>NA p1·1masa1 (Cnite et fil., 1°386J. 

1 e PNA polimo:rasa ó. 

Una p1·c·piedad co1í1ún a t.o:odas las po! 1roet·asas tip•:. ó es Sll 

rniniroa inhibición po~ but1l-f~n1l-aGlP y butil-c.nilino-dAlP, que 

14 
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¡,-

Downe_)l-~T'.:188 )-; ---T ,;,ni t:ndo __ - corno __ __ _f L~~damentc.• est& s._ si mil it.Lides h« 

s• .. H"9ido la inten·ogal·1té de si- la DNA 

rnodific~da de la l>NA poi c. o vicevE.rs;. 

sugieren que son ~nzimas 

-

forro~(--

~,'~· ~·:. ,·' ' .~':; 

éic_t:iviCicsd "·de e>:c.•miclE<cssa 

\l.)owr1ey gt tl·, 1988J, una res¡:.uesta difet'enc1al· a la proto:.ina 

f'CNA, respc.•nsato!e de la reg1_jlac16n del. ciclo celL1lat· < ran et 

al.,1º'186>, sensit•1l1dad a inh1t•1do1·es como t•L1til-ten1l-dfffP y 

l::lllt1l-anil1no-dAlP (Ward §1:. al., 1986); ant lCL1erpos rnonc•c l cona les 

contr es DNA poli rner· asa et no inhiben la actividad de la DNA 

pol 1merasa ó· ll>Jaf"ol et c.l., 1''186; Lee y Toomey, ant. i cL1e1·pos 

pol iclonalo:s cc.•ntr·a N~A P•:•l irnerc.sa 6 de timo de tet·ner·a ne• inhiben 

a la [lNA pc.olim,;,rc.scs ~ de lél ro1srnC1 espi:cie, estL1dios sobre. 1 <t 

El papel h1nc1onal de estas enzimas ha sido muy di fici 1 de 

deteno1nar· debido en pt·irnet· 1L1gar a la •:aren•:ia do:: mLltantes en 

R.:c1ent~mente se ha prcipt4est.o a manet~a. de hipótesis., la 

f.'CiSiblE: fl1nci6n di: cc.cla LW1C< de ellas en la horc¡•.1illo. de 

dupl1cac1ón, adju.jicán,joso:l8 a la DNA pol cS la dLlPlicación d>= lé< 

caojena co:onti nLla, y a 1 a DNA po l 11oer· asa ci la dup 11 cae i ón de la 

l::i 



di scór1tfror;la~-etrla~ horqU1°l l a-~deº dLlPl ii:ac1ÓtL(~agLm i · .. et !Ll.i.l -;<t:J) • 
---------:--==-===-=---- =-

Por. otr:ó 1-ado, t~nernos w'oa énzírna con ur'1 .i.rt.fsinio. grado de 

p1·cicesivid~;j .:¡¡_¡;;; l~ perinite realizar Ú;1~: sintesi~ contimia, es 

capaz ele 1·eal Üc<r- Liria síntesis d~: desp1Hl1nfZn(~ de 

reg1.1lada por la proteína PCNA -i1wolL1•=t'.ada en la 1-.:·3L1laci6n de la 

duplicación- , y cL1enta con actividad de e:l(onL1cleasc., se r·eqL1it:r·e 

para sintetizar la cadena continua, y todas estas características 

corr-.,;,spor·oden con la DNA pc•lirnereasa de tipo 6 (So y Downey, 19:38>. 

Haciende• una analc•gia ccor1 el rnc•delo de duplicación de 

procariotes, o:s posible que las Dt4A polirne1·asas e< y 6 sean 

cornponent"'s de un complejo mul tiproteínico d• .. want.a la d1.1pl icación, 

aún cuarodo hélst.a lél fecha no hay evidencia de tal cc•rnplejo <So y 

Dowroey, 1 ''188) • 

DNA F'OLIMERASA />· 

La DNA P•.:<lirnerasa f> de rnarnífer·os ha sido PLH"ificada d"' va1·ios 

or•aanismos y en t.odos los casos se ha encontrado una enzima que 

cc.•n:.ist..e< de un sc.•lo 1->CJlipépt1cJo de alt·ecie<dor de 40,000 de pesCJ 

Las UNA poliffierasas no requ1e<ren de grupos sulfhidrilo para 

Slt act1v1dad y por nc1 son 1nh1bidas age:nt.es 

éstas son estimuladas por altas 

lt· 
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fc1ert.emei-1te it';f'iibída por: dio.:iesoxinl1C:le6sidos. t.r.i fosfato y es 

Tfisef~si~~~e~a*;atc abinosui-t;-lc it;,ó_Ú~d~~l;-t~~{fc-'!t~-~~~ª f id i coi i na. Por 

· ::::;::::;::~t~~:~~t1!~i>lf ti~m~f ~it:.w::,::s::::"':.;; ::: 
·:;:;-~;t- «·~+::-"'>~;'.· ::!_{,;:,.; 

polimerasa 1ouest.ra ur-la gr~ri~J~~'Í~Jt~~i2Tii. ~' a~ent~s q1..ürnicos corno 

ácido fosfonoC<cél-ic:o, llt"eC< 5M y. C<12bf"1dl . o ~cel-c•ni. al 20-25:-: 

(Boldern et hl· i·:no; Cf-,ang, 1973). 

El tipc. de mc.lde sintél-ic:o ql1e prefiere esté l:ipc• de DNA 

polirnerasa es el DNA con hl1ecos, al igllal qlle las poliroerasas tipo 

C(. Esl-e t.ipc. de DNA polirnerC<sas se lc.•c:aliza excll1sivament.e en el 

núcleo, unida fl1ert.eroenl-e a la cromat.1na <Fc•sl-€<r y G1..irn€<y, 1974). 

Una vez purificada qw;,da libre de nlKleasas. Es una enzima 

relativarnent.;, p8quefía, consisl:.,;, de unsolo polipéptido con un 

c•:.efic1ente do:. sedirnentac16n de 4S. 1 iene un punto isoeléctrico 

básico. 

Hasta hac8 algón tiempo el papel fisiol6';iico de la DNA 

poliroerasa (1 no esi~aba t•ien definido. Era considere.da corno llt"1a 

.;,nziroa de tipo repat-al:1vo; la evid.;,ncic. '-!U'= daba s•_1st€<nto a esta 

present.an fluct•.1ac1c.nes rnedibles en su activiclad durc.nte "'l ciclo 

celular (Spadari y We1sssbach, 1'"74, Chn1 y Baril, 197!:•>. En 

linfocitos estunul ados por fi tc.•h€<roaglutitunc., el roc.yor- increment-c• 

repar-at1va y de min1rna dl1pl1cac1ón del DNl-l 

1"' etapc. 
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céli.1las no presentan DNA pol et 

-.-.~~~c~o~~~~~o~~,~-;;._,~-d'.~~~~~~;~~L~:_ ' ::o;;C~-
de tectab le: Tbdó~ ~stÓs .: hall¡;;¿;· 

han sido confirrn«dos en otr«s_ esp~~í~~ C<Pedí\al_i_-7NoY:; v _ spadar i, .... •' . 

~~-1980;~Sied_leccQ.Let.!'i, 1980>. t'-\1~tw1os ~sttfdiáLir~dica~ ·:il1e la: DNA 

p;5¡ (1 fÚh•=í•:<na c«si exc~:;;::7r~~~;:{;~~er)~Ta~·r•tpm·aci&·1~-cde~ J;ramo 

l>NA POLIMERASA TIPO_ y. 

lét mitocor1•jr·ia en donde se le hc. att·ibLudc• la función de duplicar 

et al,197'::l). Esta enzima ha sido 

t.ambién encontt·ada en la frac•=i6n nL1clear, per·o su flinción éthí es 

hab1-?ndos-= n•p•:wtado pesc•s rn•:<l.:.culares q•.ie fl1.1ctúan entre 110 a 

3llll Kd (Spadar1 et il• l'.:1/4J y también es cmnún encc•ntrar formas 

No tiene actividad nucleolítica 

intr.ír1se•=a. T1en.;, un pI ácido. 

la DNA p.;.l imerasa 'Y de 

l>n:.;;c.ptu lét esun r1eterodí mero •=!lle consiste d.;, 1.ma 

Cé<l:étlitic.a de 125,000 dalt.ont.s y otra s1.1bunidad de 35,000 

La N~A p.;.l irner·asa y •=op ia ad,;,más de rn•:il•:::les de DNA naturales y 

poliC, 

uso o utilizaci6n de: ríbci~·1ornr:rpolímet·1:1s como roo!1jes; 

moldes 
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no cruzétn con la l;NÁ pol irnerétsa ;>- de htirnétno (Weissbach, 

pue•jO: •jist1n•:itlir de lcis pol1merasas °' y 

vez por NEM y ddTTP, ¡:·ero "'s insen;;it•le a afidio:dina. 

Léts Céll'étct.et·i :.t.ica:, rná:, 1·,;,l,;,vat·otes de es!..as pol 1me1·é<:.as, se 

m1.1.:st1·an en el ci.iadro B. 

B.-DNA POLINERASAS OE PLANTAS SUPERIORES. 

Las [lNA polirnen;.sas aisladas de e1.i.=ariotes iroferic•res y de 

plantéis no p1·esenté<n e)(étct.ar11ente el rnisr110 cc•rnpcortamiento q1.1e las 

de s•-1 cc•ntrapa1·te de animales. 

DNA F'OU~1ERASA TIPO 0t 

En general las peil irnerasas tipo et des•.:r itas en $isternas 

v"'•aetale;; p1·esentan un alto peso rnolec1.1lar (desde 100 a 230 Kd> y 

:,on fuert.ement,e inhibida:. por NEM ( b 1 oqt1eador de grupos 

s1.dtfudr11os1 (Arn1len1, e1~ étl, 1·:0·:1; Ftll:asawa et á!..z._19f:(I; C:h1vers 

y Bryant., l ''183) • 

En s1st~mEts como tt-19c•., esp1nacet7 arroz y col i flc•r la 

af1dicol 1na, •.m inhibido1· espec1 f1co •je DNA pol imera;;as tipo 0t de 

células de mamifere<s, es capaz d.;, inhit•ir la llNA polim€orasét de 

al to peso molec1.1lar <Sal a, t.t. al, 1980/f:l). 

En fc•rrna también 9eni:a:ra1,, las DNA polimerasas et de sistemas 

arrilnales no re•.:cinc•cert un merldt: de poli r-A ol 1•31:• 1jT y rt:s1_.11 tados 

símilares se han eibt..12n1dc1 8n '21 ce<sc.1 de lets enz.imets e::;.t.udíBcias 8n 

se: enci.~entra 



CUADRO 

PROPIEDADES e{ 

LOCAUZAOOll N.Jclea1 

N-Jclear 

FUtlOON fitopl. mitocordrial ReplcaciOn del DNA 

PM(l(d) 45 > 110 250-290 
:_::: _,' -_"/."-' 

KTIVIDAO .RELATIVA; ·.·- · 

c~;:-;~n ~;·¡;;~¡~~t'ó:: 1()(1- 10 2 :.:·,·_. __ -· 
Cels .. en 1CpOso" - 0-5 100 10 

.. 
.. 

A.$oc. COñ ·prms,a si no •• no 

TEMPLADOS 

ON'A aClh'adO si s• s• si 

ANJ.. natui!I con prnne1 

de deso,lr1.Jcleó\1t:10S no no no _no 

Molde de ONt,. con 

prnnrr df' A.N'A si no si no 

INHIBllY.IRES 

NftJ. .. no si si 

dáTTP no si .. 
i.reCTP Si SJ no 
Afo:f1coim2 

S• ' no no si 

oolii-"<K;rp-
si '10_- ne ne ---



s11oilares se har1 cibten1der en células d-? ·.5óyél ·cr~cien':1o et·, cultive• 

<Seda et tl.,_1-:ial.; L;t.~Já'l(~ycl.:;a~trov1eJor l':l87b 

DNA POLIMERASA BETA. 

UnCI de lali> cat·act..eristicas iundament.ale.s •je la DNA polimerasa 

(ccomparativamente). Este t1PC• de enzimas han sido encc•ntradas en 

1987). 

En col1flo1· se ha ident.1fic:eido ltna pcolirner«sei de 70 Kd 

l'S!Oü>. D~be tomars~ en C'.Jttnta, q1Ji:: si un par·ámet.r•:i irnportant.e es 

el t.C1mC1f'ío 

pLiri fice.do 1.ma DNA pcol 1me1·asa de 50 Kd cC1si a f1e•mo9ene1dad y tant.o 

d1 ferenc:ias muy claras en cc1mparaci ón ccin otras dos pol irnt:r·asas 

tipc• ot obtenidas de esa mismél planta. Sin embargo, leos <mticL1erpeos 

obt.en1deos contra este. enzima de t•ajo peso rnc•lecL1lar· pr·esent«n 

Las enzimas de baJo pese• JO•:dec•.dar en remolacha y cfi.ícharo 

funcional 

!> en la 1·eparaci 6n del DNA Sin 

20 



;;_•-

inducid« por l.•rre<díe<uÓn ~on.luz tUtr~vic;lE.~e< en ~~~~.opl.¡~t::c..s 

tabaco=é-s t'.esis~~nt;=a~afoid~.~·;iJ_ii;~~."1~~1.aéi:_~~!~LJ.!f:)=~ 
.. ' - ·'·-;"·,=- ~t~.-_._:;:t~: /-:-iii; ,::::~. ;~·~:>- :-" -:-.~ 

·{-.-. ,_Dr: '~---, 
. ·.:,, '>.-: 

úNA .. PoL.11'1ERASA r: <fiAMAJ. 

La DNA pcol imerasa t..ipo r ~r~l.ie¡t./i\;t;oa marcada pr.-.fot-;,,ncia 

de 

poli rA-oli90 dT como molde in-vit.r·o.Est.e tipc1 de polirnen1se< ha 

sido Cletectadc• ero t-abaco <Srivastava, i·:174¡, trigo ((;astr·c·vieJo -=t 

al, i ·;179¡ y ar-rc•z lArni leni il tl, 1979; Sal a et al, 1981). 

L« DNA polirner«sa t.ipo r de t.rigo, tiene tm peso rnoleclllar de 

100,000 y es la única enzima entre todas las present.-.s, que es 

cé\paz. de sinte.ti:<.é!r st1 prc•p1c• cebe<dor <Gravel ine, et. al, 1984). 

En ar·rc•z, la DNA pol irnerasa ti Pe• r es la encargada de llevar 

a cabo la dupl ica•=ión ojel DNA de los cwgánt1los. Tiene un peso 

rno1ec•.lla1· ap1-c•:><imado d.;, lllü, LIOU e ill Y.!..tJ.:..Q p1-.:fie1·e un molde 

sintetice• d,;, poli 1·A-oligo dT, ql1e es lma de las cara•=terísticas 

flmdarnentales de las P•:il imerasas tipo y. Sl1 actividad es 

ojo:p-=ndient.e de ~lt-,++ y d.: al ta f1.1e1·za i6nica es inhibida por 

N--=til1nale1mida y pos-=e en 9en.;,r-al un pH ópt,imo que flt1ctúa entre 

8 y 9. 

DNA F'OLINERASAS VE CLOROPLASTOS Y NITOCONDRIAS. 

Se ha realizadc• el aislamient.o y la ca1·acteriza•=ión de las 

VNA polun.:rasas de clc•t·oplast.os •je dos plantas di fer-entes. La 

de poli t-A-oligc• dT, su peso molec.1.llat· relCitivo es de 105 Kd, es 
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e u A D R o e 

DNA POLIMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES 
PROPIEDADES POLIMERASA c. 

F'ESO MOLECULAR: 
SUBUNIDAD 100-200,000 

CATAL!TICA 
ENZlMA NATIVA 

INHIBICléN POR: 

1-1-ET ILr•iALE!MiüA 

?.FIDICC•LINA 

FOSFATU 

FOSFONOACETATO 

ALTA CONC~tHRA-­
C:16N DE K y/eo Ne.+ 

R~QUERIMI~NTO DE 
K y/eo Na 

CATIC'N DIVALENTE 
PREFERIDO CON LOS 
SISTEMAS NORMALES 
DE MOLDE-CEBADOR. 

USO DE POLI (r·A) 

OLHKI !dT> COMO 

MOLDE-CEBADOR. 

ACTIVIMDES ENZI­

MMICAS INTIMA-­

MENTE ASOCIADAS: 

EXONUCLEASA 5'-3' 

EXONUCLEASA 3'-5' 

PRHlASA 

LOCALIZACIC-f.¡ 
IN VIVO. 

400-600,000 

SI 

SI 

NO 

SI 

SI 

BA.JO 

SI 

NúCLEO 

POLIMERASA (3 

50,000 

NO 

ALTO 

NO 

NúCLEO 
<CROMATINA) 

A>REFERENCIA<Bryant,J.A. y Dunham, V.L., 19381. 

105:..:f40;000 

.. 105'"'.1'40, 000 

SI 

NO 

NO 

NO 

ALTO 

? 

SI, ES EL MOLDE 
PREFERII>O SI EL 
Mn 2 +ES EL CATiéN 
DIVALENTE. 

NO 

? 

? 

NOCLEO 
CLOROPLASTO 
MlTOCONDRIA. 

8) ALGUNAS PREPARACIONES DE POL (3 SON RESISTENTES A NEM; AGfüE:LLAS QUE SON 
INHIBIDAS SE INHIBEN MENOS FUERTEMENTE QUE LA DNA POL a. 
Cl INHIBIDA MENOS FUER fEMENTE 1)1JE LA POL a. 



inhibidc. peor- NEMy 1i1L1t:stl'..a t'..t:s1stencia c..c.fidic.c.ólinc.<Salc., et.. al, 

1980al ·· 

·~ •. ·En~C:ambfo0c1a'ó[lt~Ac'f>óloiín~~asa~PLó.vei-1ient:.eLcie · • ~lc•rc•~iast.c•s • de 
;-...;· ·-5\' "·"'·~~~-· . ."':,_;." ::.:;/ .;:, ,-,- . ,.c;;:,-,-:o---f. ~;o-;~~~=,~-,i-;-;---~,'='-.=;:'~--:::.-=---'--"-

d;,{ ~.:ra r~'' ;;6f i~~'t1f6~~:fiJ:'iti~!í JiEr·~/tf;J.i'h~g.;~,·~¡:r.,~rte:;;i~6·;µ~::;I\:Jlz,'f~ ... pei-o. . es 

inhibiciC..·P=r·~~~TtoiornL-o 0ci,{,,,t{~1.~~~:~i)~~i~~~1-1~~¡ la Í~Ci~~ de 

afidicolin;,_ (~ckc•wn y Tewari, i9~.;ff. 
Se ha e.n•=ontrodo una DNA pol ime.1·asa cc•n un peso rnolecL1lar 

aparente de 180 Kd en rnito•=ondrias pur·ificadas de trigo. Esta 

cat.ione.s d1valt<ntes. [lt<bído C< E<st..o no pu;;,de clasific.ars;;, c:c.•rno llNA 

poli111e1·asa r típica a p,;,sa1· de qL1e SLI lc•calización sL1bcelL1la1· es 

la rnitocondria CLitvak y Castroviejo, 19871. 

Tcodavia no ha sido pcosible dil•.icidar el pap-.1 fisioló·;¡ico de 

las DNA polirne1·asas de rnitocondrias y clc•roplasto:>s. Aún asi, es 

P•:>sible suponer "!Lle dichas enzimas tienen algL1t"1a relación con la 

dLiplicación y la 1·epa1·aci6n de los genomas organula1·es. 

Corno pu12de det-1varse de esta breve re.visión~ aún sor1 

necesarios infinidad de estudios en relación al tiPC• de DNA 

En el cuadro C se rnuest...ran las 

propiedC<des más impc•rtant.~s de cadc. 1.1na de el 1 as. 

II. -ANTECEDENTES FUNDAMENTALES VEL PRESENTE ·r RABA.10. 

9~rro1naci6r1. Ne• ..:•bstante, si: ~-.a 1jetectado un l:•ajo nivel 1je sín1:.esis 
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de DNA en po;¡,rfcodos previos a. la dL1pÚc:aO.:i6n del DNA, tanto er1 

emt01·~~~::~;~-~~=:~~~<1:~~~l~~~7at~~:~~~~- .:?mo e1·1 embr i C•ll~~~9~ 
maf z <Viz-=ill~zi('(~i~-~:S,~Y :i;::~e~*·~~;J:~~~t~r:'' , . 

. - ,,., " "'<:· '> 1!:>' ' '' .. ' -· -- ' -- - --

Sé i:;a ~[sJ{;ii,~cid~;,;-.c¡L1€!~/'¡~fi''É~~ ~;frlti:.sl.s temprana es b~ /~i~.:O 

.• repar~aú~) d~ a.::~~r:do ~¡:1ai ·.~~'.i6~fü:Íasobtenidas en ernb!-r¿·i,ii· d~ 
. '· -,: ·.- '.','~.. --- - __ o_·_ - ~- , • :: '· • .,_~ • ::-.··. • • " 

•.:E!r1teno y d'e rn:0..í·T tantd- cco~·;tf'ól c:corno y:- in-adiados ( VázgüÚ-RamC:.s y 

Usbon1e, 1''186; Zar·afn et· á1, 1987>. 

MeléndE!z López y Vázquez er1 1989, dernc•stnwc•n que en ejes 

erntor-io11;or·ios de maíz no embebidos el l>NA se E!ncuentr-c. frc.grnentado, 

y, confonne los ejes se ernt•ebE!n, este flNA cambia de bajo a al to 

pesco rnolec1.1la1·, ind1can•jo ·:¡L1e de al·3•..1na fcorrna se está recuperando 

la integridad do;¡,l rnato;¡,1·ial ·:ienétic:o. 

Así rn i srnr:•, en a 1 gunos es t.ud i os t-ea 11 za.jos en nú•= leos a is 1 a dos 

a partir de ejes erntit-1onat-ios de rnaiz, se encc1ntr6 qr.~e la síntesis 

de DNA es inhibioja diferencialrnente por· divE!rsas sustancias 

( inhibidor·o;¡,s de la dupl ic:ac:ión dE!l DNAJ, •.:•..iandc• éstas sc•n aí'íadidas 

ya SE!a d•.1ranto;¡, lc.s primeras horas de la •3errn1nación (ll-3 hl o bien 

a las 15 hc•ras de iniciado este prcu=eso (Vázquo;¡,z-Rarnos y López, 

1986). 

En plantc.s SllPet·ior·o;¡,s, SE! do;¡,scc•noce aún qL1e tipo de DNA 

r·eparac16n y duplicación dE!l VNA. 

Par·a rna1z en pc.rt1cular, la activiciad de DNA pcolimerélsa que 

las 3 y 24 horas de 

imbibición ha si•:::IO:• PLH'ificadcc parcicclroent.e y carcccterizccda 

< Vázguez y Vázgt_~ez-Rarocrs, 1988). de 



•.ma DNA polirnet·asa de tipo e<. -.--

Es por· el lo, •:¡ue con tc•das ~stas eviojer·oc'ias, el pt·opósi te• del 

presente trabajo es purificar y caracterizar la!sl DNA 

polimet·asa<s> presente<s> en núclo::os de ejes erntorionat·ios de maíz 

la (s) DNA pol imerasas pt·esentes a las 24 hot·as de 9enoinación. 

Cabe también rnencic•nar· que se har·á una comparación entre las 

pol irnet·asas nuc!eat·es y las Pc•l irnerélsas s•:olL1bles presentes en cada 

'' 
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Dados lc•s cintec~~e~(Je.s ,~l~~ hem~s · menciconado, post.ulamc•s que 

se<rá cposibf~,~~·Pllr:~fi,~Cir_[ __ ~~r_?Jc.{~et1i~º y DNA 

Plff i f i cada 

y caracterizada en nuestro laboratorio (Vázquez y Váz·:itiez-Rarnos, 

1987> la cual tendrá localizac16n nuclear, estará f•.Ae1·ternente 

uni•ja a la c1·ornat1na y q1_1e tendrá tma 1·esp1_1e,;;ta caractet·íst.ica a 

inhibido1·es, f•.ierzés iótuca y moldes sintéticos y p•:.r supuesto un 

comportamiento crornatc•9r-áfi,=o 1.:ara1=tet·ístici::i . Esta DNA P•Jlirnerasa 

t.Emdrá un papel 

germinación , con lo cual pod1·ía irnpli·=á1·sele en la síntesis 

reparativa del [)NA dltrante ese pe1· íc•do. 



IV. -OBJETIVOS 
:- ,_-·_, - -

. -Contar corí'Lma' rnetodolog.ía adeCLlada para aislar núcleos con 

• -Determinar la actividad de la DNA pol irner-«sa en extr«ctos 

tlLICleares de ejes embrionarios de rnaiz, en preset1cia de 

inhibidores y otros efectores • 

• -Purificar pat-cialroente el e:>(tracto n•Jcleat- a tt-avés de 1_ma 

cohunna de DEAE-Celulosa y car-acterizar la (sl actividad(esl qLle 

puedan ser resL1el tas. 
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'-V.-:-MATERIALES Y METOLlOS 

1. -MATERIAL BIOLOGICO. 

En todos los e>~Perimentos aqllí descritc1s se •.itilizaron · 

semillas de maíz vat·iedad "ChalqueKo", las cliales 

;;.cJqlliridas a l.r-avé$ de PRONASE <Prc•ductora Nacion;;.l de Semilla" de 

la SARHl. 

Para todo5 los experimer1tc•s se L1tili2arc•n ejes embrior1aric•s 

de semilliOs secas, h:is c•.1ales se extrajeron rnanl1almente. 

REACTIVOS Y SOLUCIONES AMORTIGUAPORAS. 

A> Solución amorti9uadora para la imbibición de ejes 

ernbrionarir:cs. 

Tr1sma base(Met·ck,Mé>:icol pH=7.6 50 rnM 

Clonu-o de potasio(KCl) <Baker Chem. Co., México) 50 mM 

10 mM 

Sacarc•sa <Merck, Má>:iccd 2/. 

Clorantenicol<Si9ma Chern. Co.l 10 µg/ml 

BJ Solución arnc•rtigLiadc•ra No. 1 (para la extracción de 

Trisma base pH=7.6 50 rnM 
i 1 

Clonwo de potas1c•<t<Cll 20 rnM 

5 rnM 

1.2 M 

Gl1cerc•! <Bc.ker Ct·1ern. Co. > 30% 

27 



Solución .. arnorti9\md6ra No. 2 la res1.1spensi611 de 

núcleos) • 

. .Trisrná base pH=7.6. 

Cloruro de 10 mM 

EH icerol 1(1 /. 

1 mM 

PMSF(Sigma Ch.;,rnic:al Co.) 0.2 mM 

EDTA<Merck, Alemania) 3(1 mM 

La solución amorti9lladora pa1·a diálisis contier1e lo anterior 

con e;,cepcíón del EDTA. 

Dl Soluciones arnortiguad•:.ras empleadas en la cromatc.9rafia en 

DEAE-celuh:.sa. 

Tc•dC•5 los arnort. i 9l1ador ;;.5 ernp l ;;.c.dos en el de 

PLH"l fícacíón tienen la rn1srna comp•::.si•=ión, lo úni•=o .:¡•.ie cambia <:5 

Fosfat.c• de pc•tc.s:i o <Baket· Chem. pH=7.5 10, 400 y 

601) rnM. 

EDTA l mM 

Glico¡,rol 
i: 

l mM 

PMSF 0.2 mM 



2, 2-p:..foniiÍ:oí:. (5,.:fenoxazoll (POPOPJ <Mercf:l 0.1 '3 
. . ... . 

2, ~.-,ji fenoxazdl <POP; Merdl 5.0 9 

Tc:•lue:no Q. P. (qu1 miccirnent.: Pllt'"O) • 1 l 

F) Solución amorti·3•..1adora para la activación del DNA. 

Trisma base pH=7.5 10 mM 

50 µM 

Albúminci de 5.llere< Bovino <ASB, Si9me. Chem. Co. l 0.5 mg/ml 

DNA de t.irno de t.;.rnerci <Si9ma Chemiccil Co.J 0.25 mg/ml 

GJ Plezcl« de t"eacción pcirc. ed en:.ayc.• de DNA polimerasa. 

1 l DNA pol imen;1sa tipo e<: 

Trisma base pH=7.6 50 mM 

KCL 20 mM 

MgClz 10 mM 

dATP (Sigma Chern Col o. 1 mM 

dCTP (Sigma Chem Col 0.1 mM 

dEil F' (Sigma Chem Col 0.1 mM 

Glicerol 4 X 

0.4 mM 

DNA activado 1 µg 

ATP (819ma Checo Col 1 mM 

5 µCilrnl 
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2J l>NA políinerasa tipo (5. 

T1· i srna bas.:; pH=8. 5 

KCl 

MgCl:? 

dATP 

dCTP 

dl•TP 

Glicerol 

~-Merc;;.pt.oet-anol 

!>NA .;,ctivado 

(metil-3
H>TTP <80 Ci/mmol, New Englar1d NL1cleiarl 

50 mM 

100 mN 

20 mM 

0.1 mM 

0.1 mM 

0.1 rnM 

4 X 

0.4 mM 

1 µg 

5 µCi/rnl 

H) Reactivos req•.1eridos para determinar proteínas totales por 

el método de L•:•vffY modificado <Petersc.r1, 1977). 

React.i vo A: 

Se mezclan partes iguales de Lma solLJci6r1 de NaOH 0.8 N, SDS 

al 10 1jesti lada y de CTC (solución de 

Cobre-Tartrato-Carbonato>. 

Esta s•:.lu•=ión es estable d•.u-ante más o menos 2 semanas a 

temperat.1..~ra arnb1ente. 

R€oact.1 VO B: 

R"'activo de Fol1n-C1acalteLJ <Sigma de l'léxi•=>:>> 

A91..1a b 2 dt'<S ti lada 

:)(1 

voll1men 

:5 v.;,lúrnenes 



,, 

. ---- ---~: 

2 meses a te.mperatw·a 

72:1. 

elabi::wa•=i6n de la curva patrón. 

IJ F'REPARACION DE LAS BOLSAS PARA DIALISIS. 

1 mg/ml ó 
0.2 mg/rnl. 

Las i:u:ih;as se hierven dc•s veces con NaHCOa (Q.P.) durante 10 

min•.itos y 2 veo:es o:c•n EDTA 5 mM durante también 1 O min•.it.os. Se 

9•.iardan en EDTA 5 mM y etanol al 10;,: en refrigeración. 

Antes d~ usarse:- las bolsas se enjt~a9an rnl~Y bi..::n con agc~a 
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J) Pt·e:paraci6n de la diet.i l aini noi;,t.1 l-celt1,lo:.C< .· · .([>EAE-Ge:lulosa, 

Sigma Chern. Co. >. 

Se: colocan 5 g de: DEAE-celi.1losa e:n 

agitando s1.1ave:mente dw-ante 45 mi mitos a 

Se létva con agua dest.ilacla l1ast.a lle·;¡ar a un pH de 4. 

La t·esina se res•.ispende en 75 rnl de KOH 0.5 N, agitando 

suavemente d1.1rant.i;, 45 rnin1.1tos, una vez cada 15 minutos, a 

tempe1·atw·a ambiente. So: lava cc•n a9ua do:sti lada hasta llegar a 

La resino se ri;,suspe:nde en 80 rnl de KCl 0.05 N, y se: lleve. a 

pH= 7. 2 con HCl O. 05 N. So: .o.·,;¡i ta si.1avemente ,jo_wante 1.ma 1·1ora, a 

intervalos de 15 min1.1tos, a temperat1.u-c. ambie:nti;,, Si;, re:valc•ra 

1·1asta un pH= 7.2 con HCL 0.05 N, y so: agita suavemente dur·ante 2 

l~1oras, a inte1·valos de 30 rnin•.1tos . Se reti t1.lla una vez más a pH= 

7.2 Y se decanta o:l sobt·enadante o:liminando los fino:.s y la 

materia part1c1.1lada. La ri;,sina se res1.1spende: e.n fosfatc•s 10 mM, a 

pH= 7.5. 
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METO DOS 

Al Imbibición de los ejes ernbrionat·ios. (tanto c•:•ntt·ol corno r 

irradiados). 

Las muestt·as do: ejes embr1onario.:•s, 2 •3 pat·a la extr·acción de 

núcleos y 4 9 para la purificación parcial a través de 

DEAE-cehllosa, se desinf.:.:taron previamente con NaClO al 0,5 %, y 

se colocc.roro entre 2 ci rculos de papel fi 1 t.t·o hwnedecido con 

sollición amortiguador-a para irnbibi•:ión en una caja de Petri de 

tamaf'ío estándar· <10 •=m de diámetro>. Los ejes se incubaron a 27ºC 

durante el tiempo reqL1et·ido en cada caso. 

Bl Ext.rcscción de núcl,;,os de ejes embrionarios germinados y no 

germinados y obtención del .:xtr·a.:t•:• n•..1clear. CMétc•do modificado de 

D'Allessandro y Dunham, 1980J. 

L~s muestr~s de eJes ~mbrionat·ias germinodos o no germinados 

se colocat·i.:·n sobre un mortero 1=·reenfria1jo y se hc1rnc19eneizat·,;,n con 

1. :. ved úm~n8s de :.ol1..~ci6n dmcart.i9uaciorc Ne•. 

hc•mogenadu de consisl.t:!ncio de t.ipc1 PC\St.o:.c•. 

hast.a obteroer un 

El hornogenado se 

con ayuda de 

vacio, lCi SL1sper1si6n obl.8ruda se cent.1·1fL1gC1 dLa-ant.e 40 minutos a 

20,000 X 9. 

Lo::; núcl~o·~ sedirni;::ntados se t·esL~spen•jen cc•n 3 ml de sol1Jción 

arn1:1rti 03uadot·a. No. 2 y se ci::ir19ela y se i:iescor1gela .:1 extract1:i 3 

veces< de -7oºc a 2oc'c1. El ,;,xt.rc.ctc.• se cent'r i fl1ga dLirante 2 horas 



a ·l úú, úú(L-x--.9· -'.El.sc.obr:_enaoaote._ s.;,_ se.par· a y se dializa dLU--c.nt.;, 12 a 
--- - --------· -=---- .occo---..,.,--7=~-"'"~,==--=c--;c-o,-=-~~--=--:o-=~ 

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

t·oal::e con .;;l ·sobrenadánte obtenido ,.:iw;¡.;~,te a separaci6n de 

ndClt=os;- _-=st . .;; también se dia1iza';faf111-~;0~;g'iU¿'i6r1--amorti9Lladora de 
:., -. ·-··.<1::a2) · .. -~'-~;~'f·\;~'~t'"·-

--:º·;:._-_-; '·\·. -.-::'.'/ _. -':'·~_::_· -: 
solLible y aq•.lel obtenido er·i la;'é.ii'otrTdi9áC:'{6h-de alta velc•cidad es 

,.·:.=:;· - . : '~~~~?~ .. 
.;;l extra•=to nLiclear. 

< '. :.!; .. _ ' ~-,!: 

C> Pi·eparaci6n <dél.;~~~~ ét.¿Í:.i\fado <Se•3ún Aposhian 
.e-· .:.·:· 

-:<,·.~~;\: 
- ':" ·;-.>:;~;'< ' . 

y Kornberg, 

1962). 

<Sigma 

Chem Col, soluci6n de 

(Sigma chemical Co.l, se 

a 

77°C, finalmente a la mezcla de reacci6n se lo: baja rápidamente la 

temperatura transfiriéndola a un bano de hielo. 

Dl Determinación de la actividad de la DNA polimerasa. 

La actividad de la DNA polirnerasa tanto tipo ex corno tipo ~. 

se o;;nsaya en Lm volwnen final de 100 µl, dicho Vc•lurnen cc•ntiene la 

mezcla de r·eacción,4U a 50 µl de lc•s ext,r·a·=tos 

sc•lubl.:=sl o fracción de columna, en aLisencia o pr.:=s.:=ncia de 

minutos. Se detiene a•jicic•nando 100 µl de una sc•l•.ición de r:oNA tipo 

IV oje esperméi d.;; «r·en·:¡ue (Si·3ma Ct·1-:om Col (2 rng/ml l y 2. 5 ml de TCA 
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filtrando con ayuda de vac1o a tt·avés 

vidrie• WhC<trnan GF/C 6 GF /A~ · Lc•s fi lt.rós. 

cie t'ntfos 'de' ttbi·a 

se l~v~n p;imet'c,· con 3 

de 

ml 

d.: TCA al 10 % fr!o, a c.:Or1t~1·1~~~¡~n con 3 rnl d~ TCA al 5 ~: también 

frío y finalmente con 6 rnl dt: etélnol al 96 :Y. fdo. 

Se secan pe1·fect.élrnente y se transfieren a ft·as•=os viales ql1e 

cc.nt.iener1 5 rol de liquido de cent.el leo. Se dE!tenninan lC<s cpm er1 

lln contadot· di;, centelleo (Tipo ~) pat·a rnu,;,stréls líquidas. 

EFECTO DE INHIBIDOR!::S.-

La actividad de la DNA pol e; SE! ensaya y se detennina en la 

fc•rrna descrita en (Dl, sólo ql1e a la mezcla de reacción st: l.:: 

adicionan di fet·entes Sllstancias y se determina su efecto. 

1-~-arabinofuranosil-citosina-5'-trifos.fato (ara-CTP>, a una 

N-etilmaleirnida INEMl a una concentración final de 10 rnM, 

disuelta er1 dirneti lsul f6xido (DMSO). 

ddTTP. -Didesoxi tirnidina tri fosfato en una cor1centraci6n final 

' fü de 3.125 x 10-~µrnol/rnl, disuelta en agua. 

Af'id1colit;,~.; a•una concentración final de 50 µg/rnl, disuelta 

en DMSO~ 

Para el CCISC• de NEM y afidicolinCI se incluye un control 

adicional al •=•Aal se le agn:·;.iél w1a <:antidad eq• . .livalente <en 

del inhibidc•r con·espondiente. 
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Fl D"'tenninaci6n de la concenfraé:ión ,de<pr:•:;téínas~ 

-Métc•dc• mc•di fice.do de Lbwry <PetE<ri'C:.n;/1977>. 

Este rnét..odo se emple6 pcira ·determli'1áF, · i'~ • 'C:ar;t:.idad de 
-e_~, 

Se prepar·aron dos solli·=iones patr-ón de albúrriina sérica bovina 

<ASBl, de cc•ncentr·ación de 1 ro9/rnl ó O. 2 rog/rnl. Las muestras 

prc•blernas <20 c. 100 µll, se l le.vc.n a lln vc•lumen final de 1 ml con 

ag1_1a desionizada. A cC<da lma de las muestras, tar1tc• problemas cc•mo 

patrc•nes, se le.s e.Píe.de 0.1 rnl de desoxicc•lato de sc•dio <DOCJ, se 

mezcla cc•n ayuda de •.m v6rte>: y se deJan reposar 10 mino_itos a 

ternperC<to_wa ambiente. PasC<do este tie.mpo, se les C<gre.ga 0.1 ml de 

TCA al 72 ;.; frío, se rnez•=la con ayo_ida de un v6rtex y se •=olocan en 

hielo durante 15 minutos. 

Las rn1_1estr·c.s se centri f1_19C<n 15 m1nutc•s a :3000 rprn, el 

sobrenc.dante se desear-ta, a la pastilla se le af'íad.:, 1 ml de a•;11.ia 

desionizada y un rnl de reactivo A y se mezcla rno_iy bien con ayuda 

de un vórtex, se deJan re.posar· 10 minL1tos a temperC<tura ambiente.. 

Una vez concluidc• 8:st.8 ti8rnpo7 se a1jiciona a cada tubo 0.5 rnl de 

reactive• B 1 se agitan lr:is tubos con ayuda de un v6rtex y se dejan 

t-~pi:1sar durante 30 minutos a ternpet-at.r..rra arnbier1te 1 períc•dC• durante 

det.et-m1na interp1::ilando le at1seit-ben•=1a C•bteni•ja en la curva patrón. 
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Me'.:TODO ESPECTROFOTOMe'.:TRICO.-

La estíinaC:ión de la cori•=étc1traci6ri de proteína por el método 

-=spectrofot•;,métrico se !-leva a cabo en forma fácil y rápida, 

Llti l iz;:mdo Lma pequei'íél caritidad de mL1estra y baje• condiciones en 

las cual e·:; presenta di ficL1l tades la aplicación de otr-c•s métod•:is, 

como por ejemplo, en la presencia de sulfato de amonio Ll otras 

sales con nitrógeno. 

El método consist.e en 

solución di luida de prote1 né<s 

aplicar la f6rrnL1la sigL1iente: 

(rng/mll= 1. 4 

Vázque;_-Ramos,l988l 

y 

de Lma 

nm y 

Gl f'URIFICACióN DEL El<TRACTO NUCLEAR DIALIZADO, EN UNA 

COLUMNA DE DióAE-CELULOSA. 

Dos a tres rnl do;, extré<ct.o nt1clear dializadc:• se cargaron sobre 

una coh1mna de DEAE-Celtüosa (con 5'"'6 rol de resina), previamente 

equilitor-adc. cc.on Lma seoluci6n de fosfat.c:•s 10 rnM. So: lavé< la colLnnna 

con t.r~s volúrnent2s ci~ lec.r-io de fc•sfest.c•S 10 mM y se ~luy~ con un 

gradiente lineal 1je fo·;;fatos (40 rn!= 5 v1:,lúmenes di:: !e•=t-10) de 10 a 

400 mM. Se colectan fracciones de ml 1=ada una. Todas t::st.as 

r1nalmente se la.va la columna con 3 volúmenes oje lecho de fosfat•:is 
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¡_4 

60!) rnM. 

SEí~ft.-eY11iínc.~~1c.00Béti-v-ic.;adcde=.lc. flNA polinoerasa en cada unes de 

las f r acc icin~~~trriediÓr)te- ~{ i:f'osa~o ti piz.·=:~:~r_itc. Jpreviarne,.;t.e. 

L.'a cor~b;1~';-2.Si6;) de pi'ot.efroas ~n c ... :j~ f>ac~iói1 se de.tennina 

medfr.'i:,tJi ~;~~-~:~2"!:t:b~~1~: :.l~~~~tr·'.;f¿toio1tri•=o~·--
·.:,, 

se 

..::•.:.lec't;;;:Vi,n Ú~,;do;;idcor- de 60. fracci•:mes de 1 101 que compr·enden 
;",;--·.¡,_ 

- ,·":' 

iav,:;é.Jo 'Y ~r~di,¡;~,t~' de fosfc.1..-c.•s • 

.. :·<:·_,: .. :.~~~~:··~ 

•, -:_.V;~> 

HJ y-lrr~cJ{E~f~1·1 fa~0~je~ e.mbr1c•r1arios secos. 

Los de maíz secos <no embebidos) se 

irradiaron con 1000 Gra~s 11 KilograyJ en lln ii-radiador gamma 

modele• y-Cel l, en el lnst.i ti.1t.o de lrwestigacicw1es Nucle.ares 

IUNAM>. Estos e.jes embric•nar-ios se prc•cesarc•n pc•st.erior-mel'lt.e de 

Il Prepar·ación del molde sint.étic.::1: Poli rA-Oligo dT. 

Se dis•.1e!v.;.n el poli rA y 81 oli90 dT por· separ·ado, en Lma 

sol•.ici6n que •=•:ontiet·oe Tris 10 rnM pH=7.5, M·;¡Cl2 50 µM, ASB 

(albúmina sér1cc. bovinc.> 0.5 mg/ml. Para preparar el molde 

sintético se mo:z•=lan veo lúmenes iguales de solución de poli 1·A y de 

~ soll1Ción oje •.:.1190 dT, guedand•:o ambos en una relación rnoiar de 50:1 

(esto es, 10 moles oje A por un rncol de dTl. Cada 10 µl de oli•30 

dT (dT~J conl..1Een8 8.4 x 10- .. rog d.: ést . .,,, y c0<da 10 µl de solL1ci6r1 

poli r·A y o::•l ig•:• dT d.:ber·á ser· de lma m•:•léc1.1la del primer•:o (pc•li 

r·A, con una lonsii tud ap1·o>:imada ,je 400 nu•=leótid•:•s) y 8 rn•:oléco.llas 
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do;;l se9lw1dc• (dT,;J • 

molde y en las proPc•rcic·t·ies ant~s- estip(1ldas, se meii::lan 1 o µl de 

la soll1ción do: poli rA y 10 µl de la soll1ción de oligo dT, por 

cada tubo en q•.1e se lleve a efecto la determinación de l>NA 

p•:0 lime1·asa deberá a·;:we•;;iarse 20 µl de la mezcla anteric•r. El ensayo 

sE: lleva a efecto en las condiciones des•:ritas pat·a el ensayo tipo 

a. t::l resto de las rnanip1.ilac1ono:s se lleva cabo como se describió 

previamente en el apa1·tado de Méto•jos. este molde fue preparado de 

acuerdo a la metod•:olo9ia 1·epc•rtada por \11shwanatha et al, (1':186). 

El poli rA y el oligo dT se ad·:illirierc•n de S19ma Chemical Ccompc.ny, 

Saint Louis, Me•. USA. 
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A> AFINACiéN DE LA Ml::"fODOLOEitA PARA AISLAR NúCLEOS. 

El pt-imer C•bjetivo q•Je nos plantearnos fue el refet-ente a 

afinar y/o montar una técnica que nos permitiera aislar núcleos de 

ejes embrionat-ios con un b1_1en rendimiento, de tal forrna que 

los cuales se pudiera determinar la a•=tividad de 

pol imerasa. 

la DNA 

En nuestro labot-at•:wio ya contábamos con una metodolo•;iia para 

aislar núcleos debida « Cheah y Osbc•rne <1978) el c•bjet.ivo 

c•riginal de est..c t.éct-.ica et-e aislot· la maYc•r cclt"rl.idad posible de 

núclec•s por;. e>:t.1-11er de ell0s el DNA. Hicimos c.l•;;¡unas pn1ebas pare. 

sabet- si la técnica se1-viria para 1-1acer extra•=tos enzimáticos 

n•Jcleares, a pat-tu- de los •=ual'2s p1_1diera ensayarse la actividad 

de la [>NA pol irnerasa. Los resL1l tados de est.c.s pru;,,bas fL1e1-on 

pc1sit.ivos, ne- obstante se presentarc•n deis in•=i:•nvenientes:a) El 

prc•cedirn1ento mediante el cual se cibtenian lc•s r1ú1=1eos y por ende 

lc•s '2:>(t.t-c.ctos enzimáticc•s pr0piciabcin que el ext.1-acto fino..l 

mostrara contaminación bastante apreciable cc•n lípidos y almidón 

o:nsayos de VNA PC•l irn.:r-asal y b) 

e;-:.t.ractos 
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pol-imerasa. 

TC.m~mdo consider-c.ción lo? inconvenie.ntes c.nteric•res se 
'·,' 

-procedió a fr,,jagar sobr-e otras metoojolc•·;Jíasi de aisiami.,,.t1to 
.- -. ' - :- - '· : '. . ·-.. ~ «-- ~--,-

D 'Ali esi~r.d t·o 
. . . -

r\úCle6s. Se analizó la metc•dolog1a reportada. por· 

Dunham(198ú), y despL1és de Lma ligera modificación se·· 

obtener Liria téct-.i•=c. de aislamiento de núcleos qL1e permitía la 

obt.ención de extr-actos enzimáticos nucleares casi libres de 

lfpidos y c.lmid6n y cc.•n une. eleve.de. c.ct..ividc.d de DNA pc•liroerasa. 

Este pn:.1cedirnie.ntc• se descr-ibe cc•n del.e.lle. e.n el c.pc.rt.c.do de 

Materiales y Mét .. :•dos. La pr.;,sencia de núcleos se det.;,nnin6 mediante 

microscc•pla de lL1z ernpl.;,ando pr-eparacic•nes tei'íidas coro aceto 

orce.ína <Baíza et. a1, i":i:=:t.J. 

Un trc.bc.Jc• previc• 1-ealizado en nuestro laboratc·r-ic• (y c•tros 

repor·tados en la liter-at•_u-a), cons1sti6 en caracterizar la DNA 

pol imerasa presente a las 3 y 24 horas de g.;,nninación <se partió 

de extractos sol1_1bles t.c•talesl. Se pensaba ·:iL1e las DNA poliroerasas 

más ab1_1ndantes a estc•s tiempos debían ser- difet-entes, ya ql1e lc•s 

estadios de gennit-oación estaban rrollY bien di fer-enciados. No 

ot•stante los reso_ll i,acios indicaron que la DNA pol irnerasa presente a 

ambos tiempos de genninaci ón tenía características muy 

similares.En principio se intentó identificar a la polimerasa tipo 

Ce:stc• es, pH= 

8.5, KCl= 100 rnM y presencia de NEMJ. La actividad residL1al 

ensayo infut•la coroplet.arnent.e la cici,iv1ciad de toda(s) DNA 

polimerasa(sJ pr-ese.ntes. Una de las cc•nclusic•nes obtenidas de este 
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Y de otros· t1·a-~J¿i·;:~?;:;T:t;¡¡:~.~w~~~;~~qu~+P.r9b.I~1;roe~{t;:J:~~~:R!~'!----~ 
~ol imúas<s' ü;~, M(:f~;ét.'iabf~c.~,c.é!~.ib'.ff~tÚ~le;a i~Er•t; '>N .,. 

En este•Ír~~~j~{, •eh)~~riria .Pr-él iln1i~;;'. ~i; :;;~";1~6 ;,·laJ'.2·á{Jici;;.Ci 

de i~·~r)HA~.~o.;;~n~~ª~~t1'tic1éa.1~ib_ilua··~--·}t'·ª1·vf ... i1~-df~-:~d~!.•~.-.~.".:e~t,g1¡r;o:f Lt:;·.1~·~-· .. d_.·~.;,..-•.•.••.... 1~eJ.co-.r .•..• ~1;_,ª;~01·~~.r·"'(3-. 
clás_icói obse'i:vandose !ei.:e~\-a: _ ~ .. · . .,..: ... _ .. :: ,, ._. ·· 

_;_~-- ._·:, t'.,. '·~~~ $:~:;,7;~~-7.-;':1:-~t~J-:-.-~}~~i. ~:..;,'._~~-'=-· '·" - -

totalrnet·rt~;'. P::ir esta 1·az6n, at•andoi-1arnos la>i:'itÚi:Z'ád.61-;' de· · NEM en 
- -· _-, .. _.. :.: >~~ :··:,~:~2~.~._,:i~ --;-··-_,,.-:-o, 

el. ei'lsayo, pero C•::.ns-=t·varnos las corrdiCiones cie' PH·· y fllel"za iónica 
' - .-:~_ ·~·-.:_.~-. --::/· ·. . ' ,-~ 

<8.5 y 100 rnM 1·espectivarnentel. Estas condicic•nes,por sí sólas, 

ocasione.toan una inhib1ci6r1 en la actividad de la tlNA polirner·asa 

caracterizadc. poi· Vá::.quez et. al (1988), de alrededor del 

pensó que estas cc•nd1ciones PC•drían servir como un criterio par·a 

diferencial" actividades de DNA P•:>l imerasa. Aún as1 estamos 

•=oncientes de c¡1.ie q•.lizá este ensayo ti':• permitirá distingtür 

ineqlü vocc.mente act.1 vidades di feretitE:s de flNA poli met·asa:.. 

de las llNA 

~ol1mE:rasas solubles y r;uclec.r·es, frente c. NEM ddTTP y 

afidicol1na. Se rn•.i-=stran primero lc•s resultados del efecto ele NEM 

y ddTTP, y pe..- sepc.rc.do ac¡t1éllc•s ot•tenidos ceon afidicol ina; 

E!E. así 

part1culannente irnpcor-t.antes para la posible detenninación de las 

car-act.eríst1cas 1:íe !as di ter~nte·:; a•.:t.ív1dades ~n.zimáticas. 

a, tipo y y tipo ó (d1deso:.:i timidina 

de mamí ft.reos y planta;,, que no afect-a c. l a.s peol 1merasc.s de t1pc• 
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GERMINACLON 

T 1 PO DE ENSAYO 

.ALFA BETA 

···ooTTP NEM ooTTP 

97. 5;:5 95:!;5 93;:5 

100 100 100 100 

CUADRO Nú. 1. - RESPUESTA DE LAS DNA r''OLIMERASAS LoEL E>~TRACTO 
SOLUBLE Y NUCLEAR PROVENIENTES DE EJES EMBRIONARlOS\CONTROU EM­
BEBllJOS DURANTE O HORAS,FREíHE A NEM Y ojdíTP. (LOS VALORES ESTAN 
DAl>OS COMO rOR CIENTO DE INHIBICióNJ. ACTIVlllAV ESP~CIFICA <AEJ cn¡~­
TENillA EN u¡~s EN:;AYOS cor-i¡ROL;ENSAYO oi: NEMNu~ 2i4-20,NEMso=it1-7, 
ddTf PN<J'-181:¡:17, c:kllTPso'-2t-:¡:4. ENSAYO (3: NEMNu~ 104-15, NEMso=lú-5, 
ddTTPNu~14~-14,ddTTPso~ll-3.AE:CPM INCORPORADAS DIVIDIDAS ENTRE 
LOS ¡ig OE PROTEINA COl·ffENIOA EN LA ALICUOTA DE E)-;TRACTO. 

3 HORAS DE GERMINACION 

T 1 PO DE ENSAYO 
.. • 

ALFA BETA 
EXTRACTO 

NEM ooTTP NEM ooTP 

NUCLEAR CNU) 88:!;5 97:!;5 93:!;5 95:!;5 

SOLUBLE CSO) 86:!;3 93:!;3 97:!;3 95:!;3 

CUADRO Nu. 2. -RESPUES íA PE LA ACTIVIDAD !iE LA':i DNA POLIMERASAS 
t1EL E;<:TRACTü SOLUBLE y r.JUCLEAR PF:OVErHENTES DE EJES EMBRIUNARIOS-
< CONTROL) EMi:iC:í:!IvOS l'.:olJRANTE ::; HORAS, FRENfE A NEM Y dojfTP(LOS RE­

SUL"í ADO:; ESTÁN E)..;f'RES;.t•ü':i COMU F-'OR CIENTO llE It.JHIBICióNI. ACTIVI-­
\•AV ESf-'ECIFI~R OBTENWi-1 EN l;:OS ENSA'/OS COl~TROL; ENSAYO e<: NEMNU"221 
-30, l.JEi'lso=61-1 (1, ddTTPNtt~:L i ':'i-·Hi t. c:ic:J TTF'soo..57-8. !fNSAYO (3;136!15, NEMNtJ: 
136: 15, C-lé:.N,-,o: 3·;¡: l:'.•, •jd rTh1u<>i:o1.:i-50, dc:JTTF'so'-l::; -1 7. Af::O..CPM INCORPORA­
D~\S LiIVlL>lDAS ENTRE LOS µ-;¡DE PROTElf-lA CüNTENliiA EC.J LA ALlCUOTA 
DEL Ei<TRACTO. 



HORAS DE GERMINACION 

TIPO DE ENSAYO 

ALFA BETA 

NEM DDTTP NEM DDTTP 

NUCLEAR CNU) 85:!;6 92:!;4 95:!;5 95:!;4 

SOLUBLE (80) 85:!;4 87:!;5 97:!;5 94:!:4 

CUADRO Neo. 3. - RESPUESTA DE LA ACTIVIPAD DE LAS DNA 
POLIMERASAS DEL EXTRACTO SOLUBLE Y NUCLEAR PROVENIENTES 
DE EJES EMBRIONARIOS <CONTROL> EMBEBIDOS I>LIRANTE 6 HORAS, 
FRENTE A NEM ddTTP <LOS RESULTADOS ESTÁN EXPRESADOS COMO 
POR CIENTO DE INHIBICióN). ACTIVIDAD ESPECIFICA <AEJ ~BTENIDA EN 
LOS+ENSAYOS CONTRO~;ENSAYO e<:NEMNu"-93!18+NEMso'-'130-20+ddTTPNu= 
113-23, ddT¡Pso= 1¿3-13. ~NSAYO ~: NEMNu=163-12, NEMso=103-10, 
ddTTPNu'-24:..·-28, tlcJTTPso'-96-14. AE'-'CPM INCURPORADAS DIVIDIDAS EN­
TRE LOS /J•cJ DE PROTE1NA CONTENIDA EN EL EXTRACTO. 

24 HORAS DE GERMINACION 

TIPO DE ENSAYO 

ALFA BETA 
EXTRACTO 

NEM DDTTP NEM DDTTP 

NUCLEAR CNU) 91:!;5 94:!;3 85:!;5 98:!:2 

SOLUBLE (SO) 86:!;4 96:!;4 90:!;5 97:!:3 

CUADRO N..:i.4.-RESF'UESTA DE LAS ACTIVIDADES DE LAS DNA 
POLIMERASAS VEL ESTRACTO NUCLEAR Y SOLUBLE PROVENIENTES DE 
E,TES EMBRIONARIUS !CONTROLJ GERMINADOS DURANTE 24h, FRENTE A 
NEM Y c.ldTTP (LOS RESULTAl>US ESlAN Ei<:PRESADUS COMO ;,; DE 
lNHIBlClONJ.ACTIVIDAD ESPE~IFICA<AEI oB¡ENIDA EN LOS ENSAYOS -
L:OtnROL; EN~AYO e<: NEf'!Nu'- :_,18-52~+~~t•1so=l05::-~i ddTTPN~=-649-~7+ 
ddl TPso= 1 ú3-H. ENSA'fU (1: N~MNu'-4Uo-:.::.:, NEMso= l:.:-11, ddTTF'Nu=4oll-
26, ,j.j l'TPso~:;:17!9. AE= CPM INCORPORAL;AS DIVIDIDAS ENTRE LüS µ9 DE 
PRüTE1NA COi·fl ENIDA EN EL E;<TRACTU. 



- ~ - - - ~- -=- --:-- -

C<) • 

Tatitóf en",;,l ?~r:1~ayo;p~l-a tcf .::~mo parºa >0 polimerasas el 

inhibi~é·I· io.. de ~i;i~~· d6i stisiar,.;~~·s :;t:~ ~.:~pet-i6r al. 90 r.. 

efecto 

extr·actos n1.,,1clear--=s y sol1.1bles provenient.es de ejes embr-i•:•narios 

ernbebidc•s d1.1rante 3 horas frente: a los inhi!Jidcor-es NEM y ddTTP. 

Ot•ser·vamos que las actividades en dicf·1os e)(tractos se inhiben en 

•.m porcent.aJe ,;;1.1per·ior· al 90 l.. Este porcentaje de it"lfütoición se 

present.ó en los dos tipos de e,nsayo.· 

En el c1.1adr·o Ne•, 3 se, p1.1ede, c•bse,rvc.r el comport.e.rnient.<:o de la 

c.ct.1vidad en:z.irn~ticéi prese,nt.e en ext.ract.os nuclear-es y :.c•lllt•les 

prover1iente de eje:. embrionarios embebido:. d1.1rante 6 horas fr·ent.e 

a NEM y ddTTP. N1.1evamente p1...iede observar·se q1.1e el 

inh1bit.c•rio es del 90 ¡.; o superior er1 las dos condiciones de 

ensaye•. 

En el cuadro No. 4 se mllest.ra el efecto q1.1e NEl'l y ddllP 

eJen:en sobre la actividad de la DNA polirnerasa pr·esente .,;,n 

extrc.ctos n1.1clear·e:. y sc•lt1bles pr-eovenient.es de ejes embrionaric•s 

embebidos durante 24 hor·as. Estas s1.1stan·=ias ejer·cieron 1.ma 

En resumen, a todos los tiempos probado:.s, la inhit•icí6n por 

NE::M y ddfTP h1e s1.1perior al ·;oo l., sin permitir diferencia•=ión de 

actividades. 



3 HORAS DE GERMINACION 

TIPO DE ENSAYO 

ALFA BETA 

NEM ooTTP NEM ooTTP 

NUCLEAR CNU) 92:!:4 94:3 94:4 94:!;4 

SOLUBLE CSO) 86:5 94:!;3 93:!;3 95:4 

CUAllRO No. 5. -RESPUESTA DE LAS ACTIVIL•ADES DE DNA 
POLIMERASAS oEL ElffRACTO NUCLEAR Y SOLUBLE PROVEIHENTES DE 
E,fES ENBRlONARIOS <;v-IF:RADIADOS> EMBEBIDOS DURANTE 3f"t, FRENTE 
A NEM Y ddTTF' <LOS RESUL TAllOS ESTAN El<PRESADOS COMO ;.; DE 
lNHIBlCHJN) .1-lCTIVHIAil ESPECIFICA <AEJ l)BTENII>A EN i._os ENSA'fOS 
C(lf.J¡ROL; ENSAYO o: NEt•1NU'-3~:!: 1O,NEMso"-¡32~20, cJc.iTTPN!_¡!'-64-13, c.ltlTTf's?" 
118-11. ENSAYO (J: NEf·lNu"-5:3-9, NEt•1so=6~;-8, c.idTTF'Nu=55-1 O,ddTTPso:.81-
16, AE~CFi>l lr>íCORF'ORAI;AS DIVlDII>AS EtHRE LOS /.l'il DE PROTE!NA CON­
TENIDA EN LA AUCUOrA DE EXTRACTO. 

6 HORAS DE GERMINACION 

EXTRACTO 
NEM 

NUCLEAR CNU) 85:!;5 

SOLUBLE (80) 90:!;5 

CUAllRO No.¿ .• -RESPUi::STA DE 
F'OLlMERASAS DEL E~\TRACTO NUCLEAR 
EJES EMBRIONARIOS <y-lRRADIAL>USJ 
A NEM Y <.idTTP <LUS RESULTADOS SE 

TIPO DE ENSAYO 

ALFA BETA 

ooTTP NEM 

92:!:4 85:!:6 

95:!;3 97:4 

LAS ACTIVH>AVES l)E N•IA 
Y SOLUBLE PROVENIErffES VE 

EMBEBIVOS DURANTE 6h, FRENTE 
E;<;PRESAN EN /: VE INHIBlCIONl. 

ooTTP 

85:!;6 

94:!;3 

ACTI\ilf,AD EbP~C1 FICIHAE> ;;!BTENWA EN LOS +ENSAYOS cor.srRqL;ENSA­
YO n:NEMNu'-b3;14,NEMsn~9~-lü,ddíTPNU'-1~5-22,ddT1Pso~%~-18.ENSA­
YO f"-:: tJEfriNu:....:,;;:¿- 7 :o f..iEMso:...4 6- l ~':o <JciTTF'l-111=-45-14 :o cidTl r·so:.:3~i-16 .. AE=- C:Pfol 
INCORPORAl)A.;; DIViiilVAS EtHRE LOS ¡19 DE PROTE1NA COl.JTENÍl)A EN LA 
AL.1CUOTA VC: E;,:rRACTU. 



rea l_,i~a.r;~·t~ con ejes 

y..;irracffados; 'el principio de ésto es ql1e ba..io '~stas ~ condicic•nes 

DNAJ la sintesis ,no programada o 

n;,parativa del DNA s,;, vená incrementada; concornit.at"iteroente a este 

incremento en la síntesis deberá darse otr·o en la .actividad de w1a 

que mediante el 1.1so de diferentes inhibidores pc•dr1a detectar-se 

cual de todas .;;1 las se t·1a incrementado. 

En el cuadr·o No. 5 se ml1o::st1·an lc•s result.adc•s do:: ensayar la 

actividad de la NJA pol iroerasa de e>:tractos solubles y nucleares 

provenientes de ejes embrionarios y-in-adiados emt•ebidos durante 3 

t·1oras, en pr·esen•=ia de NEM y ddTTP; de nl1evc• estas sl1stan•=ias 

10•3ran inhibir· la a•=tividad enzimática en lm por·centaje pr·oroedio 

del 90 /.,. en amt•as cc1ndiciones de ensayo. 

En el cuadro No. 6 se muest.ra el efect..c• inhibitorio que tienen 

NEM y ddTTP sobre la actividad de la N~A P•:•lirnerasa en extr·actos 

nucleares y solubles provenientes de ejes embrionarios de rna.íz r 

-irradiados embo::bidos d•.ffante 6 f·1oras. El pc·r·centaje de inhibición 

·;io /. en las 

cond1c1eines tant.o del ensay•:• et come• del ensaye• (3. 

Estos reslll t.ados no hacen posible doE;tE:ctar- más de una 

acti v icJad t:n:z.irnática c.• 0:¡1.1e la:. d1 vo::n;as· acti v1dades de [lNA 
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"'xtrc.ct.os 

No actividades enzimáticas 

mediante el Úsc• de ~1\B::ir~Í-1ii:iidor: la afidic:olina. Esta sustancia 

es lm inhibidcw . .i<spécl·¿c~ de DNA polirnerarsas tipo a de anirnales 

y plantas. 

Los experiÍne_f:,tos siguie.r·,t.es se refiere.n al efect.o de 

En la figura No. se mLtestra la sensibilidad a 

afidió::>lina ·de las DNA polirnerasas de los ext1·actos micleares 

tanto en el ensayo tipo a corno en el t.ipo (1. Lo qL1e observarnos, es 

que en ambos tip•::>s de ensayo la infübición pc•r afidicolir1a es 

máxima a las 3 horas de imbibición 153% y 41% para a y ~ 

respectivamente) di srn i nLlYendo ésta desde las 6 horas, 

perrnaneciendi:1 rnás ci rnenc•s ci:•nstante host.a la:. 24 horas de 

gerrninac:i6n en ce.da tipo de ensaye .. 

En l c. f l 9llr a No. 2 se mues tr c. e 1 cc•rnpor tc.rn i ento de 1 as 

polunerasas •jel ext.t·a·=to sc•llible frente al inhibidc·1· afidi•=olina; 

t-.c•ras de imbibición. E:n el ensayo tipo:< (1 el pi•=o de inf-.ibición se 

obtiene a las 3 r·101·as ,je imbibición (:37 :o ,jisrninuyendo igualmente 

r1a-=:ta alrededor del 1.1 /; a lc.s 24 hc.1·as de 9enoinaci6n. 

La inhibición pc.r af1d1colina resulta ser superior para las 
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DNA polTrner-as-as ·1:l?oveni-entes-:de-~ext.1·actos __ so~luJ:!_l"'-s en cc•mParación 
,,·· ::,_;-r; ·. ·",, :-.<·,---~.-- ~--=-=---=,===;.-~ 

con aql1él las provet:1ier;tes:d~~xt1º~¿t.tit i:f;llc'ié~?es, · en:. cpaf~~icl1lar 
durante las 3 y las-6 ho1·as de-~'.im~:b0~ciÓn',·:~a~ia las 24 hcoras de 

- ---· ·_~aJfi¿_._i;:d::;~1~'ci~o\'{l::i;;-r:;¡,';a(\• __ :;.;-._,,:.;. -.;- ' - -
imbibici 6r'1, la sensibilidad i.k ~;¡_~;_·g¡nthtive· 'o: pe1·manece 

constant.e en todos l¿s e>:tr~c;,~~- Este• 1-=f~;~:~fa'ia·~~·sibilidad de 

gue existan por le• menos 2 actividades de -llNA polimerasas. 

En el cuadro No. 7 se rm.1estra 1 a sensibi 1 idad a afi dic.ol ina de 

extractos nucleares y sc•lubles de .;:jes embriona1·ic•s y-i1-i-adiados 

ernbebidc•s dlffante 3 horas. La mayor- inhibición se logra en el 

e:>~tracto n•.~clear baJ·~ las condicic•nes del ensaya C'(; en el et-.sayo 

tipc. (1 inhibe un p1·ornedic• de 5 ;,;. La pc•limerasa p1·esente o:n el 

extracto soluble presenta mayor ser1sibilidad a afidicc.lina tanto 

en el ensayo ex corno en el ensayo (3. 

En el cuad1·0 No. 8 rnosti-am•:.s el efecto de la afidicolir1a en 

el:tr·act•:.s nucleares y so11.1bles de eJ es ernt•r iona1· 1os y- i 1-i-adiados, 

embebidos dllt'.ante 6 horc..s. C:l 

sensibilidad del 39 /. en el e1·1sayo tipc• et y de 20 ;; en el ensayo 

tip•::o (1. Las DNA pol 11oet«1sas del e>:trac:to soluble p1·,;,s-=ntan una 

inhibici6n del 60 % en el ensaye• tipo ex, y del 25 :t. .;,n el ensayo 

tipo (3. 

los e:){perimentos 

anter·101·es. La respw::sta a NEM y a ddTfP es i•jéntica a todos l•::os 

tie111po5 de irnbit.•icion y t•aJo t.odas las cc•ndiciones de -=nsayo Es. 

d8c1r, no es posible difer-enc:ia1· c.ct.iv1cic.d,;,s de DNA poliro'2rasa5 

pr8.set"1tes en ~sos e.~:.:trai:tos. 
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3 HORAS DE GERMINACION . 
TIPO DE ENSAYO 

.· 

ALFA BETA 
EXTRACTO 

% DE INHIBICION 

NUCLEAR CNU) 299 5:!;2 

SOLUBLE CSO) 39:!;5 27:!;6 

CUADRO N.:•. 7. -RESPUESTA f¡E LAS ACTIVII)A[)ES DE LAS [)NA 
POLIMERASAS VEL E;-:TRACTO NUCLEAR Y SOLUBLE PROVENIENTES DE 
EJES EMBRIONARIOS <y- IRRAVlADOS> EMBEBIDOS DURANTE 3h 
FRENTE A AFIDlCOLINA (LOS VALORES SE E;<:PRESAN COMO % VE 
INHIBIClONI. ACTlV{[)AD ESF'EC1FICA<AEJ UBTENIDA EN u¡s CONTROLES~ 
ENSAYO ci: AFlt·W=-2/-E:, AFlso~130:!:24. ENSA~'O ¡5: AFlNu=<:o-~., AFISO'-' 58-
21). AE-= CPl'I LNCORf'ORADAS DIVIL>IDAS ENTRE LOS µg [)E f'ROTE1 NA CON­
TENIDA EN LA AL1CUOTA t•E. Ei<TRACTO. 

6 HORAS DE GERMINACION 

TIPO DE ENSAYO 

ALFA BETA 
EXTRACTO 

% DE INHIBI CI ON 

NUCLEAR CNU) 39;!5 20:!;5 

SOLUBLE (80) 60:!;10 25:!;3 

CUADRO t~.;.. d. -RESPUES íA (lE LAS ACTIVIDADES DE LAS DNA 
POLlMERASAS DEL E~<:TRACTO NUCLt::AR Y SOLUBLE PROVENIENTES llE 
EJES EMBRIONARIOS <y- lRRAL;r,::,r;oSJ EMBEBIJ>OS l)LIRANTE 6h 
FRENTE A AFIDICOLINA !LOS VALORES SE E:~PRESAN COMO /; DE 
INHIBlCIONJ. ACTIV¡I>All ESPEClF~CIHAEJ OBTENIDA EN L~S CONTROLESt 
ENS.:l'fü m AFlNu'-68- L2, AFiso~9·:1-1 :;. ENSAYO (3: AFINu<.;2-1O,1-1Flso~54-
1 O. AE~ CF'H lNCORf'ORADAS ;:.1VIDIL1AS ENTRE LOS µ.,;¡ llE PRO íE! NA CON­
TENIVA EN LA AUCUOTA N:: E:·<TRACTO. 



Igualmente, las condicl°ohes- -de- ensayoAtiRo=g~---'I:'~ tipo {3> no 

p•.1eden consid.:.rarse come• •=r·iterios adecuados· pat7a· clai-ificai-_ _y/o 

di fen:nciar las. l.lNA pol imerasas presentes en núcleo, ya que las 

condicic•nes deÍ ensc.yo {3 no disminl1yen apred. abl emente la 

y solubles. Est.e c1·1te1·10 también puede descat·tarse corno válido 

y/o adecuado para log1·ar la diferenciación de las [)NA pol imer·asas 

presentes. Con respecto a afidicol 1na, lo interesante es qtie 

frent.ea este 1nh1b1dor la sensibilidad oje los diferentes extr·act.c•s 

varía en relación c.l tiempo de genninaci6n , siendo mayor ésta en 

los extt·actos de 3 y 6 horas de germinación que en lc•s de 24 

Esta respw::sta di fet·encial de la actividad de [)NA peol imeno1sa 

lnucleat· y soll1ble> frente a af idicolina p•.iede signi fic:at· lo 

siguiente: que en los extrélct.os r1uc:leé!t· y sc•lt1ble. te119élmos por lo 

menos 2 actividades de llNA polirnerasas y la sen·;;ibilidad a 

afid1col1na varía con el avance de la ·::.ienninación pcorqlle la 

proporción de ambas pol1rnerasas var·.ía también d•.irante este roisrno 

prc•ceso. 

con 

extractos nucfeares y s•:•h1b1es procc:dentes de o::jes embrionarios 

-r-irradiack.1s ., t!n pres~ncia. de af1ci1c.c.1lir1a 

diferencia:. si9nif1cat.1vas o:nt.r·e lé! ser1sibil1ciad él élfieiic.olina de 

de >.::jes 

la ten,jenc1a al awo.:ntc• o la d1smlt1l1c1ón en la sensibi l 1dad a la 



-- _'-- .. o-'.' ·-

erf1bríc•mffiÓS cot-1trol y y-in·adi¡,dos • Esto es irnpcort.¡,nt.e, 

de aCL1erdo al Conocirnientc• act.LIC.l la I>NA polimerasc. que 

pa.rticipa en la reparación del DNA en eo..i•=ariot.es <en rnarni feros 

principalmente>, la DNA polimerasa f' es ir1so;;nsible a afidicolina, 

sensibilidad a c.f1dicolinc. ¡,urnenta entre las 3 y las 6 horas de 

germinación en de emtor i on¡,r i os 

y-irradiad•:o·s<esto es, en LU-1 sistema en q1.1e la sint.esis 1-epa1-ativa 

del VNA ha sido estirn•.1lada y toda la rnaq1_1ina1-ia enzimática que la 

acompaña>. Nuestros expi;,rirnentc•s no nos pi;,nnit.i;,n af1nnar c. la 1L12 

de tipo reparativo q1.1e actúe en forma p1-eferencial en ejes 

i;,mbriona1-ios de rnaiz r-in-adi«dos di..u-ante las prirner¡,s 6 hc•ras de 

la genninación, pe1-o tampoco la descartan. En la discusión se 

abundará más al respecto. 

Es ev1di;,nte qui;, los est.udios previos result.anw1 insuficientes 

pa1-a obtene1- una idee. clara sobre las •=aracteristicas de las DNA 

polirnerdsas pt-est:ntes en núclec•s 1je ejes ernbricw1at·1os dt: maíz 

do..Jrante las p1-1rneras 1-.C•t-as de la genninación . Por esta r-az6n, se 

procedió a le. purificación parcial de las DNA pol irne1-asas 

nL,cleares mediante crornatogt-a.fía de inter1=arnb1ci i6n1co,. utiiizando 

o..ma columna de I>EAE-Celulc•sa. Los t·esultados se describen a 

menos tr~s sirnilaresJ. 

En la figura No. 8 so;, muestr-a el perfil de elución q1.1e 
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CUADRO No. 9 

INHIBIDOR Y/O % DE INHIBICION CON 
ESTIMULADOR RESPECTO AL CONTROL 

NEM 90 % 

AFIDICOLINA 10 % 

ooTTP 95 % 

KCL 200MM LIGERA ESTIMULACION 

KCL 250MM INHIBE ! 40 % 

CARACTERIZAClüN DEL P lCO [>E ACTIVIDAD DE DNA 
POLIMERASA OBTEiHVO AL PASAR EL E)t.TRACTO NUCLEAR DE EJES 
EMBEBIDOS Oh A TRAVES DE UNA COLUMNA l>E C•EAE CELULOSA. 

CUADRO No. 10 

INHIBIDOR Y/O % DE INHIBICION CON 
ESTIMULADOR RESPECTO AL CONTROL 

NEM 90 % 

AF ID I COLINA 9 % 

ooTTP 95 % 

KCL 200MM LIGERA ESTIMULACION 

KCL 250MM INHIBE ! 40 % 

CARAC íERIZACION DEL PICO DE ACTIVIüAD !)E I)NA 
POLlNERASA OBTENiliO AL f'ASAk EL E).:TRACTO tfüCLEAR NO: EJES 
EMBRlUNARliJS EHBEBILlOS [JURAiHE :3 h A TRAVES DE UNA COLUMNA DE 
DEAE-CELULOSA. 



<o f~ooi;a;¡'°~a~trE<vés "-diFllna co Himna~de"'DEAE,-C.:ü_uto_sa_~ \I~-- .:C'._~t~uvo Lm 

solO picó ci: ~¿~iv1d~d E~1~i;.i~~in~r1t~ ~~tl;i¿¡.;;; que se extiende de 
;!"' .:/• -.~;¿ ,, ·:'.'' ;\¡''i~ ~;~i" --c.~>::_.:o• ·, •. :.· 

una concfi:,gac_!06rE cÍ~ /j~~·!~tf~~ÍJ~qL!~.; :ffª,l,~.~~l1 ~~1~ a< .120 · rnM>. La 

caract.~;,~z:a;í.6.:-. d~; E.~t.d;:f;i2oéde •;:3ci;'.ivi)fac(c6n i'~hit.'idores y foet·za 

i6nicá se mÍ.te~tra e~eÍ. cCa~;o Nó; 9 La actividad de DNA 

polirner·asa presente ·ero el . pico resul t6 ser inhibida por NEM y 

·ddTTP; la afidicolina casi no afecta a esta actividad de l¡NA 

polirner·asa ( pr·odllce una inhibición de alre•jedor- del 10 :o. Una 

concentr·ación de KCl de 200 rnM es1..im•.lld. llgerarnent.e ld. act.iviciad 

de la DNA pol imerasd. pt·esente en el pico de d.Cti viciad, mient.t·as 

que Llt"oa concentt-csción de 250 mM (d.;, KCU es célpaz de inhibirla 

hasta en un 40 /.. 

En la fig•.wa No. 4 se presenta la purificaci6ri· del extracto 

nuclear obtenido de ejes embrionarios de 3 horas de germinación 

a tr·élvés de DEAE-celLilosa. De nuevo se obtLNO un solo pico de 

actividad d.;, DNA PC•l irnerasa el CL1al .;,lo..w6 .;,ntr·e Llt"oa concentr·ación 

de fosféltos que fluct•.16 entre 90 y 120 mM. Al someter·:.,;, e:.t.t. pie.o 

de actividad a la car·acterizac1ón se ot•tuvieron los r·esult.ados 

C•bser·vad•.)S en el C•Aadrc• 10. De ro•.1evo, t•EM y ddTTP inhibieron 

alrededor del 90 %, af1d1col1na eJerc16 una inhibición menor al 10 

enzunáti•=a. La activ1dé1d enz1rnát1ca se inf-.ibió en presencia •je KCl 

2!:50 mM en más '-' menos 1.~n 40 /;. 

Et"I la fi•:R~ra No. 5 se p1·ese1·1t.a el perfil do;; elucién 

de 
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·=;=:.o=;:--=~~:-~-=-=:~=;' ____ ----------=-- ------ --

. t:;C1racter;izc.do . ."st:.e pico-, .. se - c•btLNierc•n- .'1-os }esLll fados ~-"lue se 

1111.,2strar1. ~n el'édjacih~ Nd: ·• il;'. NEM ~-~,:Jat~;p i1;1hib'fer'6h.Ya .·. ··achi viciad 

c18 :fa ;DNA ~~¡¡~e~~i~~et-.S~ f/~~~db~> J~1-:';§0Z~i;Jirid'~~~21f~a ne• • parece 
_ ,- _, ., •• 1 ::~/, ·~ 1 ~-~- · :::-'"·.e ·''., :::·'-·;·_ e- 'º·':/::- ;~;.~~~; '.>(:-:··· .. :;;~:t J~--iJt·.:b:;~~\ <·:r.~'. --:1:LL:~;.-~:-.. 

a 1·€.·=tar ;~ª ?:.i:i\~i,'~~t.iiif'ciaci: > de · ra: ·,:oiJ?i · ··F';;iime1"a~ii. e11 est.e 

elevada 

- e<fi¡j¡L¡fi;¡EiÓt:,·¿¡~ al r.ededor del óO ;.;, en cambio l<Cl 250 ¡: prc•duce 
,:~:;.:: 

i111~itii¿[;s~,',j~'. fa act.ividad enzimática q•.1e fluct.úa ente Lm 40 y 

:'.•IJ%; I::n este caso, se prcob6 también la capacidad de esta actividad 

d~ DNA pol1rnerasa para utilizar molde sintético( un 

Pulir1ornot-i-ibonL1ele6tido fc•rrnado por poli rA-c•ligo dT l. El 

resLll tado obtenido ir1dica qL1e la enzima presente t<n el pie.e• de 

ao.:t.ividad -=s •=apaz de •.1t1lizar el rnc•lde sintéticco ccor-1 alta 

e:r l•=ienc:ia !''1U i::l, come• se m1.1estra en el cuadro No. llA. 

Prev1arne:nte se indc.gó la cc.pc.ciclad de leos t<>:tractos t°ll1clec.res y 

:.;ulubles para utilizar el molde sintéti•=o antes mencionado (po:.l i 

1·1~-01190 dT>; los resultados indican qL1e dicho rn•:.lde es eropleadc• 

La fi9Lffa No. 6 muest1·a el perfil de e!uo:ión ototenido c:c•mo 

t·<>s•.11 tado de la pur i f icao:ión del e:><tracto nuclear de ejes 

de- a•:ti v1dad de DNA P•:.l 1me1·c.sc. q•.1e eluye t<n •.in intt<1·vc.lc• d.;, 

140 mM. La 

N ... i2, c.rr.:.•Jó los siguit<nt.es 1·esu! t.c.do:os : NEM y ddTTf' inhibit<t·.:.·n 

i1ir·;:i.tJ1ó (1nh1bii:.1ón rnencit- al e; /~). La .act.1v1da•:J de la llNA 
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CUADRcr=--

INHIBIDOR Y/O 
ESTIMULADOR 

%DEINHIBICION CON 
CONTROL 

NEM 85 % 

AFIDICOLINA 5 % 

ooTTP 100 % 

KCL 200MM ESTIMULACION DEL 50 % 

KCL 250MM INHIBE ENTRE 40 A 50 % 

CARACTERIZACION DEL PICO DE ACTIVIDAD DE DNA 
POLIMERASA OBTENIDO AL PASAR EL E:'<TRACTO NUCLEAR DE EJES 
EMBRIONARIOS EMBEBIDOS DURANTE 6 h A TRAVES DE UNA COLUMNA DE 
DEAE-CELULOSA. 

CUADRO No. 12 

INHIBIDOR Y/O % DE INHIBICION CON 
ESTIMULADOR RESPECTO AL CONTROL 

NEM 90 % 

AFIDICOLINA 5 % 

DDTTP 100 % 

KCL 200HM ESTIMULACION DEL 24 

KCL 250MM INHIBICION DEL 50 % 

CARACTERIZAClON DEL PICO DE ACT IVIVAf) llE DNA 
POLií>lERASA OBTENIDO AL PASAR EL E;HRACTO NUCLEAR DE EJES 
EMBRlüNARIOS EMBEBIDOS DURANTE 24 h A TRAVES DE UNA COLUMNA DC: 
DEAE-CELULOSA. 

% 
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NUCLEAR 

PICO DE 
ACTIVIDAD 

UTLI ZACI ON DE 

MOLDE SINTETICO. 

42.5 

55.2 

90.0 

CAPACIDAD DE UT ILIZACION DE POLI rA-OLIGO dT COMO MOLDE POR EL 
EXTRACTO SOLUBLE, NUCLEAR Y EL PICO DE ACTIVIDAD OBTENIDO EN 
DEAE-CELULOSA DE E.JES EMBRIONARIOS EMBEBIDOS DURANTE 6 HORAS.CPM 
INCüRPOR?iDAS POR LAS REACCIONES CONTROL. CoN•.IDAcT=3(1, 261, Cc•Sc•oAcT= 
5407, CüNUPOLtA=16, º/46, Cc.•SC•POLIA=2149. ACTIVIDAl.l ESPEC1FICACAEl: 
C·:oNUDACT'-C.40, cc..Sc.•DACT"- 70. 1, Col4l1POLIA"'298, CoNuPOLIA=29. :o::. AE:. CPM 
INCORPORALlAS DIVJ[l!DAS ENTRE LA CANTIDAD DE µ9 DE PROTE1NA 
PRí::SEtHE E14 LA AL! CUOTA DE E)<TRACTO. CPM INCORPORADAS POR EL PICO 
DE ACTIVlVAD: C•.:mAcT=4166, C:uPOLrA=3898. ESTE ES EL RESULTADO DE UN 
Er:PE.RIMEl,JTO REPRESEt4 íATIVO t•E POR LO MENOS 3 QUE SE REALIZARON. 



po:.l irnerasa en pr·esen·=.ia oje KCC 200 rnM resultó estimulada en 

al1·ededor de ut'1 20 ;;;En contrast.e, .KCL::25o rnM inhíbi6 la actividad 

enzimática en alrededcor del 50 /.. 

El pio;:o d.;, actividad enzunática fue analizadc• en Sl1 capacidad 

para utilizar el molde sintético poli rA-oli90 dT. Res1.1 l tó ser· 

bastante baja (alrededo1· del 10 /; con 1·espectc• al control de DNA 

active.do> .No c•bst...¡ff1Le , t.anto el e>~trac.t.c.o soll1ble ceorno el e>:t.r·acto 

nucledr mostrarc•n una tendencia l i-;ierarnente mayor a la t~t.i l izaci6n 

d>.: est.e molde ::;intéti•::co(fue entr·.;, 10 a 151. de la inccorpo1·ación 

obtenida >.:n el control con DNA activado). Tcujos estos resultados 

están resumidos en el cuadro No. 12A. 



EXTRACTO ENZIMATICO 

SOLUBLE 

NUCLEAR 

PICO DE 
ACTIVIDAD 

'~-:.~~;: UTLI ZACION DE 

13.0 

10.0 

CAPACIDAV DE UTILIZACION DE POLI rA-OLIGO dT COMO MOLDE POR EL 
EXTRACTO SOLUBLE, NUCLEAR Y EL PICO DE ACTIVIDA1) OBTENIDO EN 
t•EAE-l:ELULUSA DE E.JES EMBRlüf~ARIOS EMBEBIDOS DURANTE :24 HORAS. CPM -
lNCURPORAllAS POR LAS REACCIONES COrJTROL. ColJtlDACT=16, 000, Cc•SC•DACT" 
4333, Cc•NlJPOLrA-2G!JO, C<:.•SL•POLIA'-645. ACTIVUlAD ESPEC! FICA CAE>. CoNLIDA<::T= 
<:>44, CuSc.<DACT"-63. 6, CoNuPOLrA:.10:2, CoSoPOLrA=8. 5. AE:. CPM INCORPORADAS 
DJ.VIDIDAS ENTRE LOS µ•3 VE PROTE!NA PRESENTE EN LA AL!CUOTA DE E)<TRAC­
TO. C:Pfo! INCORPORADAS POR LA DNA POLIMERASA PRESENTE EN EL PICO flE 
ACTIVIliAll. C..:•DACT" 1688, CoPor.r:.16''1. SE PRESENTE UN E)<PERIMENTO 
REPRESENTATIVO DE TRES REAU:ZADOS. 
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VIÍ.-DISCUSIÓN 

polirnerasas cm·, f1.mc16n reparativa (tipo (>l, corno enzirnas de bajo 

peso molecular y fL1erternente Lmidas a la cr•:<rnatina • Los intentos 

por cat·act.i::t·izat· a..~na polirnerasa con e·~t.as caraa=t.erí·~t.icas en 

plantas han sido poc•:o exítosc•s. Es un hecf-.c• aceptadc• q•Je dut·ante 

ent.re ellos el maíz, la síntesis de DNA qL1e se lleva a efec..to y 

CO=.borne, 1982, 

1983 y 1984; Vázquez-Rarnos y Ost:..orne, 1986). Vesde entc•nces Lmc• de 

PLll'i ficaci6n y/o cara•=terizaciór1 de las DNA poliroerasas que 

participan en dicho pt·oceso t·epar·ativo. 

El Pt·esent"'._ trabaJo se planteó la cara•=terización y posterior 

purificación parcial de las DNA pc•limerasas pres.,,ntes ;,,n los 

núcleos de células de ejes erntwic•narios de maíz 9erminados durante 

O, 3, 6, y 24 horas. Contarnos con eviden•=ia indit·e·=t-a de qL1e la 

síntesis del DNA nuclear que se presenta en maíz durante las 

primeras 6 f"1oras de 9enoinaci6n es de tipo repar·ativo (Meléndez 

L6pez, 1987; ~leléndez L6pez tl ª1_, ¡·;;1:.::·:i; Za1·aín-Herzbet·9 

al, l';;l::J7l. 

En los cuadros 1 al 4, se p1·esenta el efec:t.c• que e1.;,rc.en l~El'l 

y ddTTF' sobre la actividad de la·=. DNA pcd irnet·a·5as ,je ext.ractos 

sc•lut•les y nucleat·es de t.cad1:is lo·:; t.iernp1:is de irnt1ib11.:1ón; lc1 qui:.: 3e 

decir, 1nhit•en en todos los casos la ~ctividad de las DNA 



pol irnerasas presentes en w·, 9ü ~; ·::. rn'ás. De -estos . 1"esurtadós --se 

•jesp1·ende que el uso de estos 2 inhibí dores no perrni te la 

diferenciación de los cici...ividodes de las DNA polirnerasas y qL1e la 

r.;,spuest:.a d.; éstas a las sul:•stan•=ias en cuesti6n es idéntica. No 

s.;, •jescart:.a que en los .;,xtract..:is exista sc•lo •.1na a•=tividad de DNA 

pol irnerasa y qL1e cié est..e tipc• de respuest..a aLmque no es 

impr·obat•le pensar q1.1e pudier·an e:>(isti1· 2 C• rnás actividades de DNA 

polirne1·asa q1.1e respondieran en fonna sirnilar a estc•s inhibidc•res • 

Las diferentes •=ondiciones en q1.1e se ensay6 la actividad de 

las DNA pol irnerasas (ensayos tipo °' y (31, no perrni tiet~on su 

di ferencia·=i6n ya q1.,1e las condiciones d.;,l ensaye• (3 no afecta1·on 

sensiblemente alguna a•=tividad en te.dos l•.:<s tiempos de imbibici6n. 

Abandonarnos tarnbién la pretensi6n de tratar de dete'rrninar· 

pol 1rnerasa tipo (3 con la ut:.i 1 i,¿;ac16n del ensaY•::. clásico (esto es 

incorporando NEM> ya q•.1e NEM siempre inf1ibi6 a cualq1.,1ier actividad 

p1·es<2nte. 

Ent..c•nces, cJecichrnc.os utilizar solc• las condiciones de pH y 

fL1er2a i6rnca <eliminando NEM> de estJe ensayo corno un cr i ter ic• 

par·a diferenciar· las DNA polirner·asas; sabíamos •je antemano q1.1e 

prot•ablernent.e los r·esul t.ados t.endr· i an restr i•=cic•nes, tal •=orno 

Sl~1=edi6, ya que las condiciones del ensaye, tipo ~ no l legarc•n a 

inhibir· n1.mca la actividad de la DNA polirnera·;;a en 1.u-1 por·centaje 

La 1·esp1.1.;,sta a NEM y ddTTf' de las pol irnerasas present-es en 

e>;t.rc.ct..c•s n1.1cleares y sc<lut•les, prc:ovenientes de ejes ernb1·ic•nar1os 

y-irradiadc•S, la 
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p1-over1ient.es ·de ejes embr u:maric<s cc•ntroL · }~e.·~ cP5:1ed€<n ol:iservar 

estos 
--"' :'·, ::.,/~; 

infubidoh~.s perrnit.iercw1 dif.,,renciar enh'e i,diferEini:.~sf;acÚvidodes 
··~i': :: ~;;~_:{:-··~,e~-'_:;.:-,,,=.•.,<-.· 

de DNA polirnerasa,e inclusive no se encontl-6'c estirnfüaci6n de la 

actividad de la DNA polimerasa en estos·, ·extractos Cde ejes 
· .. :.· .. 

embrionarios y-irradiadc•sJ ya qlie su actividad ·espe,cífica estaba 

al nivel de lc•s cc•ntrol. 

A la luz de lc•s resultodos anteriores, adquiere vit¡d 

importancia la resp1.1esta c•btenida por los ext1·actos nllcleares y 

sc•lubles do.;, tc•dc•s los tiempos de irnbibici ón frente a a f idicol ina 

<corno se observe. en las figlWéiS 1 y 2l; la inhibición "!lle ejerce 

asta sustancia varía con el tiempo de o;ierminación, este hecho 

podría indicar quizi lo presencia de por lo menos dos diferentes 

actividades de DNA polimerasa cuyas propor-ciones varíen a l•:o la1·gc. 

de la o;iermineición por ello la respuesto di fere.ncial a 

afidicolina J. 

Est.ei respl1esta tan definida a la afidic:olina descarta que 

alglina cond1c16n corno el pH f-,aya modificado ei lei rn1srna y pc•r ende 

pc.rcerotaJes de inhibición son per·fect.eimente r-epeti t.i vc•s corno lo 

E1·1 conclus161·1, las •=or·odicionE!s del ensayo no mo•ji tic:aron el efectc• 

que eJerce la afidicol1nei sobre la actividad d€! las diferentes DNA 

polimeraseis. 

Tomat·1do en consideración e$tos reslll t.ados se pri:iced1ó a 

dlwante 
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-- --difo1·entes--tiempos~LO,_,_::-L6C"Y'_2 .. LhO.t"asJ~=ª~!'.LC.V_~~--~~E:-c'_Ut~,<;-~º2.IJ~.!:'!-de 

VEAE:::ceíl1ioi~°'.;;t.:os'V@;_11tabb¡:i<¡u~;se'rnU~stra1~·e1'.•1~~··•f':igúras~3 

6. •· .~~r,~Jc~.-_._r_ .. •. '._.c: .. _qo·_,_._•.-.•_;r~.~n(pj~_r:,~t.-. xt~'df ;rs0_ti.:~-~-1tPt\oÍ_--~-•. ~~~1d~rA:~~~~;l1t~· '?'.~1aJ§,r~;.. -~~ iTm~~~s~· _ <en 
. tod.~~·:a?fa1 . . .. , . _ ~ , .r.trnlJ~¿¿¡~·t~K'fi~6 ~'1i1;:1~:;:;~iiii~i1t~:i ;,r:~.: clwas 

,,,,{ __ :::{~~:>·. ··:;·:~~: ,_-~,e._~-.~--- ,,-- - - ... --- ·-- -..,--: -~-':-:-:--------'·7-- _,, __ -:'.'º':- ··---·.-\;>;-,. ;,:_-. _'::~--~'-:: __ 

car~c{eÚstic;i;~(se de~·~lc.•SC.·;-01·;· ~n la~ tabol~~ 9 a. 12, esf~s SC•n: 
•: :~;· -·~.;;:;;_ . ~'.: ,~,-

i t'1~1i6ic f 6h ~:;j; NEM y ddTTP ~l'P~l"ior al ·~o ;l., afidicolir-1a 
~'.-~: -·/.>~_::··--.'.~­

no 

·inhibe·' l 10 :-: o menos>, t(Cl 200 mN <condición de elevada 

i6nica> esi..irnllla la actividad de la DNA polimer·asa mientras quo;. 

KCl 250 mM es capaz de ejercer cier·tc.• efecto inhibitor-ic• se.obre la 

mi srna. 

En nuestro laborator-i•:• ya f1abía sidc• pw·i ficada parcialmente 

y cat·acterizada una sola activi.jad de llNA polirner·asa < a las 3 y 

las 24 horas de irntoitoici6n) a partir· de ext1·actos solubles totales 

<Vázquez y Vázqliez-Ramos, 1'388). No obstante e>:isten 2 diferencias 

flmdarnentales entre est.o. DNA polirnerasa y la caract.er·i:¡._adci en est.e 

trabajo. Ero el comportarniento cromatográf ico n1_1est.ra enzima 

eluye a i..u-1a ci:1ncentrac1én de fosfatos que flu1=t-da entt·e •-;,,o y 130 

mM, mientras que la c•btenida pr-eviarnente eluia a una concent1·aci6n 

oje fosfatc•s de '2nt.r·e 21U a 24(1 rnM. La segw·,,ja diferencia r·eside en 

la sensit•il1dcid de ési..as act.1viciades de DNA polirroet·asa a c.ltc.. 

rnayeiri:s <KCl LOIJ rnl'llJ la act.1v1dad d~ ~st.a p1.:il imera~a se e-:;t.1rn1.tla. 

esto: inhibidor 



En lo:, cuadf-oi 11 A.y 12 ,A s.,;, d,;irnL1e:,t.ra qL1e e5ta activÍdad es 

cap~z-de"LitJ nza1?'i:.n~mo1de~i1'it_*iS;?-_.•~kE~l!]~.~!=~~~~~~. ~:"~d .•... T . (sobre 
:_.;o 

tc•dc• a las 6 ¡-,,:w~s ;:¡_;-E¡;g;1-íni'h~2ióifr.< ;~e ·o: ·, · 

un,." expl icac:iÓn c.Í bE<cf-10 de Cllle } ¡, ;~,)~ibn íd~d a afidic.ol ina 

di5rnínL1y¡, al pc.sat· a través de DEAE-Ct.lulósa pi.IE<de ser qL1e solc• se 

separe una sola actividad de DNA polirne1·asa, pet·diéndose otra LI 

ot1-as actividades enzimáticas por razón aún 

de·,;;con•::icernos, .::; que dL1rante este proceso de purificación se piet·da 

o inactiva algún factor que sea el que detE<rmina la sensibilidad a 

afidicolina. 

Con respecto al cornpo1·tamiento de las DNA pol imerasas de 

;v-in·acii0<dc.•s "'rnbebidc•5 durante 3 y 6 horas frente a afidic.olina, 

resulta interesante c¡L1e no f·1aya sido PC•sible encontn;.r difE<rer1cias 

significat.ivas en la respuest.c. a afidic•:•lina,ent1-.,;, estas DNA 

polime1·asas <de ejes y-irradiados) y a·:¡1.1éllas provenientes de ejes 

c1:intro1. Et-. est•:is experiroent.i:rs se esperaba que: la sensibilidad a 

afidicolina variara, sl bajo las condiciones de dafto al DNA se 

afidicol ina , ni un aLHoento en le. actividad espo:•=I fi·=a de la DNA 

polirnerasa a estos tiempos de la ·3enoinaci6r1 (:3 y 6 hot-as), e·=: to 

al·;Jún tipo •je DNA PC•l irnerasa esté invol1.1crada y actúe en fonna 

de .la germinación. Pt-obab lementt: 

fueron los más ad~cuados para 
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s-i c;:;rnpa-1=aTn~:fsc-1ás ccar'act:et"Tsti•=as"'"°~de~~-i-a -~actividad . de PNA 
-_ "-' '.~·>:- "-·'>' ----

pol irner:asa que 1:;.;mos p1..1r-ificado p¡~~falmente a partir: de los 
- ·, -_ ·:·;:· ----... 

e>:J::r:ái::tos r¡L1Clean;s, pc•dr-famos clo.sific~r a DNA 

1~79; 

L1tva~ y Castr-oviejo, 1987) de plantas, basándonos en las 

car< .. =ter:ísticas ya ,;,stablecidas de las DNA po:•lirner-asas tipo r de 

animales y plantas que se mu,;,stran en los cuadros B y C. 

Sin ernbat-go, creernr:1s que scw1 necesarios más estL~dic•s para qi.~e 

esto sea completamente evidente, corno el cálculo del peso 

molecular: de esta enzuna una vez que haya sido purificada rnás 

e>~tens i va mente. 

Obse1-vando de nuevo lc•s CL1adr:os B y C, encontramos que la 

única di f;:,r-encia ent.r-e nuest.ra DNA pol imerasa nuclear y la DNA 

polirnerasa (3 de animales (y plantas>, serla SLI SLlsceptibilidad a 

NEM • Se ha r-eportado que la DNA pc1l ime1-asa tipo (3 de plantas es 

más sensible a NEM que su contraparte de animales otevens et 

al, 1':178; 1_:tu vers and .E:lt"yant, 1 ':IC!3; Litvak y CastrovieJo,1~871. 

DNA pol iu1e1·asa, si la c•:ornpar-arnos •=on la DNA pol irner-asa tipo r de 

plantas y animal.;,s, 1-es•Alt.arla rnuy similar si ne• idéntica(tc•rnan•jo 

solo en cu8nta l~s caracterist1cas establecidas). 

~1~l~r más que una ~cal~ ~c~1v1d~d de DNA ~olimer~s~ ~n 

c1-c•mat.og1-afia de intercambio 161uco <DEAC::-CelulosaJ, no indica que 

sóleo ;:,sa c..ct.ividad de LlNA PC•limerasa se et"1CL1entre pr;:,s;:,nt.;:, ;:,n 
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CARACTER1STICAS DE LAS DNA POLIMERASAS TIPO r Y LA DNA 

POLIMERASA NUCLEAR DE MA! Z. 

pH óPTIMO 

USO . DE UN HOMO­
RRI BOPOLH1ERO -
COMO MOLDE SIN­
TE::-1 ICO Pol l rA-
01190 dT. 

EFECTO DE IN-
HIB H>ORES. 

l:lLü1,1UEADORE8 llE 
-SH <NEMl. 

FUERZA IóNICA: 
kCl 200 mM. 

DIDESOXIT lltlIDI­
NA TRIFOSFATO. 
<ddTTPl 

AFIDICOLINA 

FUNCION 

PROPUESTA 

LOCALIZACION 

ONA POL y 
DE MAM!FEROS 

8 - 9 

FUERTE 

ESTIMULA 

FUERTE 

NO 

FUERTE 

ESTIMULA 

FUERTE 

NO 
Duplicación y l>Lipl1ca•=1ón 
naparaci6n del reparación del 
gen•:•rna rn i f.:.ocon- gen orna mi t. c1-
dr i a l. con~rial y 

cloroplá:.tico. 

MITOCONDRIA 

NUCLEO ? 

MJTOCONDRIA 
NUCLEO 

CLOROPLASTO ? 

REFERENCIA: BRYANT Y LlUNHAl'l, l';i<ó:f:. 

!>NA POL NUCLEAR 
DE MA! Z 

7.6 - 8.5 

SI 

FUERTE 

ESTIMULA 

FUERTE 

NO 

aún .. 

NUCLEO. 



núcleos de eJ>::s embt-1onaríos d~'-r~d:íz durant;;, Tas· pr,ímet:as. horas de 

·3ermiroac~6n. fff9ur·oas ;;;xpncacfc<ríéra~~~o~-an~~t-¡or~podt-í~n~~~~et:• Jc.s~··· 
qi_1.: a .cc.w1tinuaci6n SE< ,;,nurnerc.n: las ot.t-c.s DNA pol 1merci~ás:> ·se.in rnllY 

lábiles o s1..1scept1blo::s a proto::6l1s1s; éstas se encuentt·an en rnllY 

baja canti•jad a es•:•s tiempos de la 9erminaci6n, de tal fonna que 

SLI actividad es di fic1 lmente det.e.::tc.da; d•:OS o más actividades de 

DNA pol imerasas p1_1,jierc•n haber Cest.r:1 podría 

descar-tarse a la luz de los 1-esultadc•s obtenidos con el inhibidor 

afid1col inc., ye. q1_1e le. c.ctividad c•bten1dc. c.l pasar· por le. c•:•l•.1mnc. 

resultó ser rnismc.l. Lc.s son 

Finalmente,. pensarnc•s que nuestro trabajo~aunque no perrnite 

llt::•;Jat- a conclusicanes definitivas, 

literaturc. del tema. 

c.-. 
~·o 

contribuirá a enriquecer la 



. VIII . CONCLUSIONES 
-----"- =-

1. -NEM Y ddTTP NO PERMITEN DIFERENCIAR ENTRE L>IFERENTES 

ACTIVHlALiES [lE LINA POLlMERASAS TANTO EN LOS E)<:TRACTOS NUCLEARES O 

SOLUBLES PROVEfJIENTES DE EJES EMBRIONARIOS f:>E MA!Z, O EN 

FRACCIONES PARClALMEMíE F'URffICAt>AS, DE PROCEDENCIA NUCLEAR. 

ES NUY PROBABLE QUE LOS CRITC:RIOS DE CLASit=ICACI(i" DE N.¡A 

POLlMERASAS APLICADOS A LOS SISTEMAS flE Ce:LULAS ANrnALES NO SE 

PUEDEr.i USAR PARA AC!U!:':LLAS DE C1"LULAS VcGc:TALES. 

2. -EL lNHIBU>OR AFll.JICOLINA AL INHIBIR EN FORMA [>IFERENCIAL A 

LAS DNA POLIMERASAS PRESENTES EN EXTRACTOS SOLUBLES Y NUCLEARES DE 

E.TES EMBRIONARIOS l>E MAl Z, NOS DA IDEA DE LA E)GSTENCIA DE POR LO 

MENOS DOS ACTIVIVADES DE DNA f'OLIMERASAS. 

3. -LA PURIFICAGióN PAF;C.t:AL llE LOS EXTRACTOS f.jUCLEARES DE E.lES 

EMBRIONARlOS EMBEBIDOS VURAIHE (1, 3, 6 Y 24 HORAS A TRAVE:S [>E 

l>EAE-CE.LULOSA, SOLO PC::RMITló LA RESOLUCiéN Ve ur.¡ PICO 

ACTIVIl>A(l. ESTE RESUL TAVO NO ()ESCARíA MEVIANTE OTRAS 

l>iETOD1JLIJ(i!AS U MOl>lFlCACié'i~ N:. ÉSTA MISMA , SE PUEDA RESOLVER MÁS 

DE UN PICO [)E ACT IVIlJAl> i;E DNA POLlMERASA. 



:_:o,.--==:_-
-- -- ---~---

POLIMERAsA ciarEt~rti~ A i~A~~s DE oEAE-cELuLosA~ coRREsPoNDEN A . UNA 

DNA PO~IM~R~s~i.E w~¿'·r)>E CE':LULAS ANrnALES V VEGETALES. 
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