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‘1. INTRODUCCION

1.1 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La investigacién de los mecanlsmos moleculares que hacen poslble
el desarrollo, proliferacién y diferenclacidén celular en cualquier
especle celular , es uno de los campos de estudio mis apaslionantes
de la bloquimica actual (Wang, 1991).

Un caso concreto de lo anterlor lo constituye el fenémeno de la
germinacién de semillas. Dicho fenémeno natural encierra aun
miltiples interrogantes, principalmente, a nivel de los mecanismos
celulares que desencadena; los procesos moleculares traen consigo
la tranformacién del embrién en plantula llevéndolo de un estado
quiescente a un estado activo de crecimiento y proliferacién
celular.

Durante los Gltimos 20 afios se han desarrollado -principalmente en
los palses del Primer Mundo- diversas lineas de investigacién en
germinaclén de semllias que han enmergido como parte de la
investigacién biotecnoléglca mundial naclda, a su vez, de la
problematica alimenticia mundla)l. Segin Arlias (1990), el problema
alimenticio "ha llevado a la bisqueda del mejoramiento genético
vegetal que se traduce en un mayor rendimiento agricola“.

Una linea de \investigacién interesante es 1la encaminada al
desarrollo de las técnicas experimentales que hagan posible "el
conocimiento del material genético de las semillas con miras a
manipularlo y manejarlo a largo plazo" {Arlas, 1990).

Las investigaclones reallzadas en el laboratorio del Dr. Jorge
Vazquez forman parte de dicha linea de investligaciSn: se abocan al
estudio del metabolismo de los 4cldos nuclelcos durante la
gerninacién del maiz el cual, a su vez, incluye la particlpaclén
de maltiples estructuras proteicas y celulares, siende la DNA
polimerasa una de las enzimas clave del metabolismo del DNA,

La DNA polimerasa es la enzima encargada de sintetizar el DNA de
cualquier organismo; tal es la importancia bloléglica de su funclén
que su actividad asegura, no solo la preservaclén de toda especle
sobre la Tlerra, sino también, la preservacién de la integridad
estructural del material genético de cualquier organismo a lo
largo de toda su vida en el planeta.

A la fecha se dispone de un esquema de clasificacién y
caracterizaclén de las DNA polimerasas eucariéticas que ha sido
establecido gracias a 1a investigacidn realizada en levaduras y
células animales. Por su parte, el conocimiento slstematico de las
DHA polimerasas vegetales no ha llegado a su culminacién. En dicho
campo se requiere mayor evidenclia experimental que lleve a la
generalizaclén de las caracteristicas de dichas enzlmas vegetalss.
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Uno de los sistemas bloléglcos vegetales mAs aproplades para la
realizacién de este tipo de investigaciones en México 1lo
constituye la semilla de maiz dado que es este cereal el que se
consume en mayor properclén en Méxlco y es, en general, la base de
la alimentacién en América Latina (Montafiez y Aburto, 1979).

La célula de maiz, como la de cualquler otra célula vegetal,
contlene materlal genético ' en tres compartimentos celulares: el
nicleo, la mitocondria y el cloroplasto. Cada uno de los tres
paquetes gendmicos esti acompafiado de su propia DNA polimerasa
encargada de la sintesis del DNA.

Sin embargo, las DNA polimerasas nucleares vegetales han sido, en
general, mejor caracterizadas que ambas DNA polimerasas
organelares (mitocondriales y cloroplésticas) y en lo que respecta
a las enzimas de maiz, no existen reportes previos similares a la
presente investilgacién.

La inquietud de investigar a las DNA polimerasas plastidica y
mitocondrial surge princlpalmente de la necesldad de:

1) tener un esquema completo de las DNA polimerasas de maiz y

11) conocer sus caracteristicas bislcas que permlitan
clasiflicarlas, provisionalmente, dentro de algunc de los grupos
descritos para las DNA polimerasas animales.

La presente investigacién aporta las técnicas bisicas iniclales
para el alislamlento de ambos organelos y la posterior
solubilizacién de la DNA polimerasa asi como una primera
clasificacién para ambas enzimas.

Finallzo haclende referencila a 1lo que Arias, (1990), dice
textualmente: “todo el conocimiento en el 4rea bloguimica de
semlllas estarid orientado al desarrolle de las técnicas necesarias
para conocer nuestro material genético y mejorarlo, para tener la
capacidad de manipularlo y transformarlo en el largo plazo".



1.2. ANTECEDENTES  TEORICO-EXPERINENTALES
GENERALIDADES

l.2.1  DNA EOLIMERASAS NUCLEARES
b 4
DE EXTRACTO TOTAL DE MA{Z

Como se menclond brevemente en el apartado anterlor, el grupo de
investigacién del Dr. Jorge VAazquez estd Interesado en la
¢ dilucidacién de los tlpes de DNA polimerasas presentes en maiz y
sus dlversas funclones durante la germlnacién de semillas.

En torno a este problema general, se han realizado algunas
investigaclones abocadas al aislamiento y caracterizacién de las
DNA polimerasas de embriones de maiz a tlempos varlables de
germinacién.

Vazquez (1986) realizé la purificacién parclal de la actividad de
DNA polimerasa presente en extracto total de embriones de majz.
Estudié las caracteristicas de las DNA polimerasas presentes a
tiempos tempranos y tardios de la germlnacién intentando encontrar
diferenclas entre ambas con base en ©su comportamlento
cromatografico e inhibldores de su actividad, Sin embargo, el
comportamiento de ambas enzimas frente a los inhiblidores de su
actividad fue de una enzima replicativa (DNA pol a).

Meléndez (1990) realizd un segundo intento en la identificacién de
dos tipos diferentes de DNA polimerasas de embriones de maiz que
llevaran a cabo la sintesis replicativa y reparativa
respectivamente, es decir, a-like y B-like. Esta vez se provocéd
una respuesta diferencial: la actividad reparativa se buscé en
semillas irradiadas con rayos X y la replicativa a los tiempos de
germlnaclién en los cuales se sabe existe sintesis replicativa del
"DNA. Sin embargo, tampoco se observé un comportamiento diferenclal
entre las actlvldades temprana y tardia de polimerizacién del DNA
en lo que respecta a su respuesta a ‘Inhibidores de su actividad.

Filnalmente, Meléndez (1990) caracterizd parclalmente la tnica
actividad de DNA polimerasa nuclear detectada -segun su técnlieca- a
tiempos tardios de sintesis de DNA. El conjunto de caracteristlcas
que mostré dicha enzima fueron las de una enzima tipo 7.
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Actualmente se ha logrado un avance significativo en 1l
purificacién y caracterizacién de una DNA pollimerasa de extracto
total de e)es embrionarios de maiz de 24 horas de germinaclén. Su
caracterizacisén ha mostrado que es una enzima tipo .

Garcia {1991) purlficd y caracterizé parclalmente el primer plco
de actividad que detecta ~gegin su téecnica~ en el perfll de
elucién de extracto total de ejes embrionarios de majiz de 24 h de
germinacién a través de una resina de DEAE-celulosa.

1.2.2 DNA POLIMERASAS ORGANELARES DE MAIZ

En lo que respecta a 13 investlgaclién de la sintesls de DNA
organelar (mltocondrial y cloroplastico), el primer trabajo lo
realizé Ortega (1988), qulen detectd sintesis de DNA organelar
desde tlempos tempranos de la germinacién {3 h), la cual aumenta
de manera directamente proporcional hasta las 15 h de germinacién.
A lag 24 h de germinacién se observé un decremento de la
incorporacién especifica de timidina tritlada al DNA organelar, lo
cual Ortega (1988) supone que es consecuencla de la segregacién
organelar que tcma lugar durante la divisién celular.

2:2.3 DNA POLIMERASAS ORGANELARES VEGETALES Y ANIMALES

A} DNA POLINERASAS NITOCONDRIALES

Las enzimas y-animales (nucleares y mitocondriales) han
definido un grupo especifico de enzimas con base en Y
compartamiento frente a inhibidores y a templados arificiales y
san:

a) susceptibles a ddTTP y NEM

b) reslstentes a afidicelina y 2

c) son capaces de utilizar polirA-cligodT en presencia de Mn

Por su parte, el estudioc de las DNA polimerasas mitocondriales en
trige y soya han demostrado que ambas enzimas presentan un
comportamiento diferencial frente a inhibidores y templadoy
artificiales:

~ La DNA polimerasa de trigo es una enzima considerada y-like
(Christophe et al., 1981), Las caracteristlcas que no encajan
dentro del grupo y es su resistecia a NEM y su Llncapacldad para
utilizar polirA-oligodT; pero se constdera y por ser susceptible a
AdITP y resistente a afidicolina.

~ La enzima de soya puede considerarse de tipo y~Ifke (Heinhorst

et al., 19%0), Es y por su susceptibjlidad a NEM, su resistencia a
afidicelina y su actlvidad sobre pollrA-oligodT; sin embargo, es
una enzima resistente a ddT7P.
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B) DNA POLIMERASAS CLOROPLASTICAS

Desde un principio se ha trabajado la hipétesis que supone que las
DNA polimerasas cloroplésticas vegetales deben mostrar un
comportamiento de tipo ¥ con base en el hecho inlicial de que
existe una gran similitud entre los mecanismos generales de
sintesis del DNA mitocondrial y claroplastico.

la similitud esperada entre ambas DNA polimerasas organelares ha
sldo comprobada solamente en un caso. Ambas enzimas de soya
(Heinhorst et al., 1990) muestran virtualmente la misma respuesta
frente a los \inhlbldores, templados artificlales y catién
divalente cléslicos; por lo que la hipétesis iniclal ha sido
reforzada experimentalmente.

' Ademds de que, en general, las DNA polimerasas cloroplasticas
resisten afidicolina y son inhlibldas por NEM; caracteristicas que
hacen se les considere de tlipo y. Sin embargo, en tres de los
vegetales estudlados se ha observado una caracteristica peculiar:
son enzimas resistentes a ddTIP por lo que se consideran en
general de tipo 7,

1.3. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

El problema de la presente investigacién se define de la sigulente
forma:

Cuidl es el coaportamiento de ambas DNA polimerasas plastidica y
mitocondrial frente a tres diferentes inhibldores de su actividad
(afidicolina, NEM y ddTIP) y cudl su capacidad para utilizar dos
templados, artificlal y natural, en presencia de dzos dlsglntos
cationes divalentes (DNA activado y polirA~oligodT/Mg

1.4. HIPOTESIS

Con base en los argumentos presentados anteriormente se plantean
las dos sigulentes hipétesis:

A) DNA POLIMERASA MITOCONDRIAL DE MAIZ

Puesto que el consensc en tornc 8 las DNA polimerasas
mitocondriales de animales muestra que son susceptibles a dd y
NEM y capaces de utllizar polirA-ollgodT en presencia de Mn=*
incapaces de utilizar DNA activado con dicho catién, y por otra
parte, asbas DNA pollmerasas mitocondrlales vegetales estudiadas
hasta el wmomento (soya, [Heinhorst et al., 1990]) y trigo,
{Christophe et al., 1981]) son altamente resistentes a la
afidicollna, se espera que la DNA polimerasa mltocondrial de mafz
presente el mismo comportamiento que dichas enzlmas.

12



St la DNA polimerasa mltocondrial de malz presenta finalmente las
caracteristicas menclonadas podrd ser clasificada como de tlpo 7.

S1 no presenta algunal{s) de las mismas, serd depominada: y-Ifke-
susceptible, o resistente a tal o cual Inhibidor y/o lncapaz de
utilizar tal o cual templado/catién.

S1 la enzima no presenta ninguna de las carateristicas de las
enzimas tipo ¥ peroc si las de cualgquler otro grupo, sera
clasificada dentro del mismo o como like del grupo Rmas
relaclonado.

B) DNA POLINERASA CLOROPLASTICA DE MAIZ

Dado que las cuatro DNA polimerasas cloroplésticas estudladas
hasta la fecha {esplnaca [Sala et al.,1980); soya, (Heinhorst et
al., 19901; Jitomate, [Serra y Carrille, 1990} y chicharo, {Mckown
y Tewari, 1984]) presentan varlas caracteristicas en comin tales
coma: resistencia & la afldicelina y  a ddTTP asi como
susceptibllidad a NEM; ademis de que la mayoria son cepaces de
utilizar polirA-oiigodT en presencia de Mn®', se espera que la DNA
polimerasa cloropléstica presente las mismas caracteristicas
frente a dichos reactivos y teaplados.

S4f la DNA polimerasa plastidica de wmaiz presenta las
caracteristicas anteriormente mencionadas, podrd& ser claslificada
como de tipo y.

En dade caso de que no presente algunals) de laz caracteristicas
mencionadas serid denominada y-llke-susceptible o resistente a tal
inhibidor y/o incapaz de utilizar tal o cual templado/catién.

En el caso de que la enzima no muestre ninguna de las
caracteristicas de las enzimas tipo ¥y pero s{ las de cualgquler
otro grupo, se clasificarsd dentro del grupo correspondlente o como
1ike del grupo mis relaclonado.
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1.5 OBJETIVOS DE INVESTIGACION DE UNA DE LAS LINEAS DE TRABAJO DEL GRUPG
DEL DR. JORGE VAZQUEZ

A) OBJETIVOS GENERALES A LARGO PLAZO
- Movilizar genes que aporten a la semilla de maiz 1la
capacidad de resistir condiclones adversas de almacenamiento
. y de , posterlormente, experimentar una germlnacién normal
dando lugar a mejorias en el rendimiento de los cultlivares.

B) OBJETIVOS GENERALES A MEDIANO PLAZO
= Evaluar la importancia de las DNA polimerasas dentro del
fentmeno de envejecimiento de semillas expuestas a
condiclones adversas de almacenamlento y comparar el
grado de actividad enzipitica de dichas enzimas entre
semillas de alto y bajo vigor.

C) OBJETIVOS GENERALES A CORTO PLAZD
- Establecer las condiclones é6ptimas de ensayo de actlividad
enzimitica y de purificacién cromatografica para cada una
de las dlstintas DNA polimerasas de majiz, provenientes de
los distintos compartimentos celulares.

- Identificar el praobable papel fislolégico de las mismas en
el metabolismo general de los écidos nucleicos durante la
germinaclén temprana y tardia del maiz.

D) OBJETIVOS PARTICULARES DE LA PRESENTE INVESTIGACION
- Caracterlzar a las DNA polimerasas plastidica y mitocondrial
de maiz activas en las primeras horas de la germinaclién
frente a inhlbidores de su actividad y preferencia de]l par
templado/catién divalente,
14



E) OBJETIVOS ESPECIFICOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

- Establecer una técnica de alslamiento organelar que ofrezca
fracciones proteicas ricas en actividad de DNA
polimerasa plastidica y mitocondrial.

~ Establecer una técnlca de purificacién organelar y de
solubilizacién de la DNA  polimerasa que permita

realizar una caracterlizaclién parcial conflable.
- Establecer las condicicnes experimentales para llevar a cabo

un primer pase de purificacién enzimitica a través de una
reslna de intercamblo iénico.
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2.1 MAIZ E INVESTIGACION DE SEMILLAS

2.1.1 EL MAlZ EN LA EPOCA PREKISPANICA

Al ser las plantas la base de la cadena alimenticla en nuestro
planeta el desarrollo de 1a agricultura ha sido, desde su
descubrimiento, una actividad bisica en el =sostenimiento de las
poblaciones humanas.

La dependencia humana hacla la agricultura se ve reflejada de
manera particular en los cultos religlosos que nuestros
antepasados mesoamerfcanos ofrecian a los fendmenos naturales los
cuales, de alguna manera, s8e ofrecian con 1la esperanza de
garantizar la permanencia y fructificacién de su actividad
- agricola. Adoraban, entre muchos otros, a los dloses de Ja lluvia,
del sol, de la tlerra y del maiz (Cinteotl para los aztecas);
todos deldades de elementos agricolas (Mangelsdorf, 1974).

El maiz ha sido el cereal mas importante de América desde la época
prehispidnica. ia importancia del mafiz radica en que, no s6lo
incursioné fuertemente en las actividades econdémicas de las
culturas Mescoamerlcanas sino también, en la vida religlosa y
cultural de estos pueblos (Fig. 2.1).

La dependencia econémica de América para con el mailz se remonta
hasta la época prehispinica; el mafiz fue el dnico cereal
importante desarrollade en nuestro cohtinente. Hay suficiente
evidencia que indlca que México fue el centro primario de origen,
domesticaclén y disperslén del maiz - que ocurrié hace mis de 6000
afios -, ¥y que las migraclones humanas lo llevaron a Sudamérica en
donde tuve lugar el centro secundario hace mis de S000 afios
(Robles, 1976).

Los 1indigenas domesticaron e iniciaron 1la seleccién del mafz
contribuyendo de manera relevante a la formacién de variedades y
razas; los agricultores las han conservado por siglos y los
cient{ficos las han estudiado y clasificado para su conservaclén,
mantenimiento y mejoramlento. Los {ndigenas americanos produjeron
y mejoraron selectivamente el maiz desde 3400 afios a.C. hasta 1500
d.C. y fueron los primeros criadores de plantas que trabajaron con
el mismo (Robles, 1976).

En México se consumen desde aquella época, allmentos derivados del
maiz tales como tortillas, tamales y atole los cuales constituyen,
actualmente, parte esencial en la dleta de una gran parte de la
poblacién mexicana. Algunas poblaclones indigenas mexlcanas
preparan hoy en dia bebidas a base de la fermentacién del maiz
tales como el pozol y el tesgiiino que fueron en el pasado de uso
ceremonial (Carrasco, 1977).
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Fig. 2.1, Una vasijs para agua peruana representando upa deidad
del mafz con hijos ~-réplicas en minlatura de &1 mismo- que
significa fertilidad. Las mazorcas de malz parecen representar a
la raza Cuzco (Mangelsdorf, 1974).




Actualmente el maiz se cultiva en casi todas las partes del mundo
como resultado de esfuerzos reallizados por los genetistas para
ampliar su adaptaclén. Hoy en dia constituye un cultive
alimenticio de gran 1importancia extendido por todo el mundo
(Robles, 1976).

2.1.2 EPOCA ACTUAL

Hoy en dia el papel relevante de la agricultura en la vida
econdmlica de un pais reside en las funcliones que a ésta se le han
asignado, “Ademds de cubrir las necesldades alimentarias de una
poblacién creciente, debe, entre otras cosas, producir materlas
primas con filnes industrlales y proporcionar recursos para el
desenvolvimiento de ‘otros sectores de la economia" (Montafiez y
Aburte, 1979).

Arias (1990) apunta que, durante el presente slgle el desarrollo
de la agricultura a nivel mundial no ha sido uniforme en los
diferentes paises; la agricultura de los paises subdesarrcllados
no ha cublerto cabalmente con sus funclones. En contraste con los
paises desarrollados que han logrado un estado de autosuficiencia
alimentaria, las economfas subdesarrolladas han 1do perdlendo
autosuficliencia. "Lo anterior se refleja en el volumen creciente
de importacién de alimentos y maquinaria de desarrollo agricola.
Los paises subdesarrcllados se convierten en paises cada vez mas
dependientes por la gran tecnologia desarrollada por los paises
denominados del Primer Mundo. Esta sltuaclén ha llevado a los
primeros a una sumlisién econbémica cada vez mis grave" (Arlas,
1990}.

Nuestro pals es una ejemplo de los anterior. México ha tenido que

. importar granos bidsicos a lo largo de 20 afios pues la producclén

.

nacional se ha mantenido muy lejana a los requerimientos internos.
En el caso partlcular del maiz tan Solo durante los dos tultimos
afios (1990-1991) la producclén naclenal ha sldo autosuficiente
(3er. Informe Presidencial de Carlos Sallnas de Gortari).

La baja productividad del maiz en el campo mexicano es resultado,
entre otras causas, de las politicas seguldas. La producclén de
este cereal se ha concentrado a tlerras de temporal cuyo
rendimiento es inferfor a los reglstrados en areas de rlego
{Montafiez y Aburto, 1979).

De ecta zituacién ems evidente que los clentificos de los paises en
viag de desarrollo tienen la gran tarea de producir conocimientos
encaminados con visién clara hacia la aplicacién de los mismos.
Esto nos capacitard cowo pais para onfrentar la revoluclén
clentifica y tecnoldgica importada del extranjero (Arlas, 1990).
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Sin embarge, esteamos conecienleg de que ol molo desarreollo de la
investigacitén clentifico~tecnolégica ssi como la aplicacibén de
técnicas blotecnolégicas no serén la salvacién de la agricultura
i del problema alimentario; si bien, el impulso a lag actividades
clentificar tendri que venir de las politicas gubernamentalea gque
den apoyc a estas actividades y permitan sbrir camine al
desarrollo {Arias, 1950).

En a1l plano del fncremento de la preoductividad agricola se ha
venide dendo un movimiento clentifico denominade "biotecnologia
agricola®. En dicho caspo los clentificos de nuestras sociedades
tienen smucho trabajo por hacer. "Contamos con un bancoe genético
natural tan inmenso come diversificado ademis de ecoslstema para
producir grandes volimenes de biomasa. A esto se debe afadir la
,capacidad clentifico-técnica de los mexicanos. Nuestra capacidad
debe orlentarse hacia ol desarrollo de las técnicas necesarlas
para conocer el material genético de nuestros bienes y mejorarlo,
para tener la capacidad de manlpularlc y transformarlo en el largo
plazo™ (Arias, 1950).

2.1.3 INVESTIGACION AGRICOLA

Las investlgaclonges en blotecnologia agricela se encaminan
principalmente al estudio de 1los mecanismos bioquimlicas que
ofrecen mayor potencial para el desarrollo de cultivos wmds
productives. Algunos de los campos mis destacados se mencionan a
continuacidn: (Molina et al., 1990},

a) Mejoramlento nutritivo de la planta: fijacién de nitrdgens,
fotosintestis, fotorespiracioén, sintesis de protelnas y
carbohldrataos.

b) Mejoramiento de la capacidad genétlca de las plantas frente a
plagas, enfermedades, plagulicidas y herbicldas.

c) Resistencia de las plantag frente a condiclones adversas del
medlo ambiente: salinidad, sequia, excesc de humedad, heladas; en
«l caso de semillas, resistencia a condiclones npo 4ptimas de
almacenamiento.

A la fecha los fitomejoradores han utillzado dnicamente
caracteristicas botdnicas (marcadores visuales) de la planta y/o
semilla - tales como la -altura de la planta y -caracteristicas
worfoldgicas de la espiga y/0 semllla para describlir varledades,
Estas caracteristicas son altamente influenclables por las
condiclones amblentales y »muchas veces son subjetivas. Asi pues,
se han venidc generandc técnicas bloquimicas de ldentificacion de
proteinas y 4cldos nuclelcos para la ldentificacién de diversas
propiedades de especles de cereales.
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En los idltimos afios la investigaclién de semillas estd dando un
giro muy lmportante hacia 1a investigacién de la dilucidacién de
mecanismos que toman parte durante la germinacién de semillas
hacia aspectos moleculares y el wuse de 1a técnlcas de

biotecnologia como es la clonaclén de genes importantes para el
desarrollo de cultivares mis productivos.

En el Departamenteo de Bloquimlca de la Facultad de Quimica, UNAM,
se desarrollan lmportantes lnvestigaclones en torno de algunos de
loe mecanismos biloquimicos més sobresallentes que toman parte
durante la germinacién del maiz y en especial la actividad de
enzimas que actdan en diferentes etapas del desarrollo de 1la
pléantula, a saber: la actividad de las ATPasas, la fosforllaclén

de proteinas ribosomales, el metabolismo general de los #cldos
nucleicos y otros.

A s5u vez, se realiza lnvestigacién en la planta de maiz estudiando
la actividad de las enzlmas relaclonadss con la fotosintesls como
son: la Rublisco y la Fesfoenolplruvato descarboxilasa. Tanmblén
exlsten estudios relacionados con la respuesta bloquimica al

estrés hidrico y amblental, biologia molecular, reslstencla &
herbiclidas y otros.

Las Investigaciones reallzadas en el grupo del Dr. Jorge Vizquez
en torne al metabollismo del DNA durante la germinacién del maiz es
importante porque no sélo se estudla desde el punto de vista
basico sine que también desde el punto de vista apllcative ya que

que se relaciona el metabolismo del DNA con el deterioro de
semillas.

El grupo de investigacién menclonade esta interesado en la
purificacién de las dlistintas DNA polimerasas del ma{z y conocer
su localizaclén celular asi como la expresién de las mismas

durante las diferentes etapas de la germipacién y la funcidn que
cada una de las enzimas reallza en particular,

Se desea conocer e}l metabolismo del DNA durante 1la germinaclén y a
mediano plazo lograr encontrar las dliferenclas entre una semilla
resistente a las condiclones adversas de almacenamiento contra una
semilla sensible y poder tomar como punto de referencia a las DNA
pelimerasas participantes. "Estas investigaclenes serdn capaces de
proporcionar, a large plazo, los conocimientos necesarios para
poder transferir material genético de una semilla a otra con el
abjletivo de proporclonar a la segunda clertas capacldades que la

ayudarin a llevar a cabo una germinacién més exitosa" (palabras
del Dr. Jorge Vizquez).
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22 EL MAIZ
GENERALIDADES

2.2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL MAlZ

El maiz es un vegetal herbiceo cuya clasificaclén taxonémica se
muestra a contlinuacién: (Robles, 1976)

Reino...........vegetal

Divisidn........ traqueofita
Subdivisién.....pteropside
Clase...... «....angiosperma
Subclase........ monocotiledénea
Grupo. ... .glumiflora
Orden. ... .graminales
Familia., .gramineas
Tribu.... . maydeae

2.2.2. USOS DEL MAIZ

El maifz tiene amplio aprovechamlento en el consumo humano ¥y
animal asf como en la industria. La superficile dedicada al cultivo
del mafz en México es ocho veces mayor que la que se destina al
cultivo de trigo y hay cuarenta veces mids productores de mafz que
- de trigo (Robles, 1976).

Es una planta muy Gtil pues de ella se aprovechan casl todas sus
partes: tallos y hojas secos (rastrojo) como allmento del ganado;
las hojas y bricteas Secas para envolver tabace y hacer clgarros
asi como envoltura de tamales, lLas mazorcas tiernas (elotes), ya
tostadas o cocldas, son aprecliadas en la alimentaclén; los granos
secos son utllizados para hacer tortillas, atoles, tamales,
plnole, bebidas alcohblicas diversas y otros productos; las
mazorcas desgranadas (olotes) se utlilizan como combustible y los
“cabellitos de elote” como diuréticos. La Fig. 2.2 muestra los
diversos érganos de la planta de maiz (Robles, 1976).

El endospermo es rico en almidén y pobre en proteinas; el embrién

contiene una proporcién regular de grasas, mds que otros cereales.
Se utiliza en gran proporcién para engorde de ganado pero por la
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baja proporclén de proteina debe suplementarse con preductos ricos
en ellas. Su harina, debldo a la escasez de proteinas, tlene una
panificaclién diferente a la del trigo, per ello los prehispinicos
resolvieron este problema inventando la tortilla (Robles, 1976).

Eapiga
masculing

Ewpiga
femening

Hoja

Rajcen od

Fig. 2.2. Planta de maiz y sus diversos drganos.
] (Ruiz-Oronoz, et al., 1966).
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2.2.3. ORIGEN, RAZAS Y ADAPTABILIDAD DEL MAIZ

2:2:3:1 ORIGEN CITOGERETICO

La palabra waliz proviene de una lengua del Caribe. Los espafisles
tomaron el vocablo de un dialecto de la isla de Halti cuyos
aborigenes le llamaban "mahiz* (Robles, 1976).

Al principio de 1la conquista los espafioles le llamaban “Panizo".
Hasta mediados de 1700 se le dieron muchas denomlnaciones en
Europa, por ejemplo: Panicum, Triticum frumentum, Milium indlcum,
entre otras. Hasta 1735, cuando Carlos Linneo lo describisd vy

clasiflcesd, fue conoclda con el nombre de Zea mays L (Robles,
11976),

Con respecto a su origen cltogenético los ancestros silvestres del
wafiz no se han encontrado pero su evoluclén se ha conocido a
través de estudlos arqueolégicos y paleobotanlcos. Se esgrimen
diversas teorfas que tratan de explicar el orlgen de esta especie
vegetal. Al teocintle, vegetal nativo de la regidén del sur de
Méxica y en colindancia con Guatemala, se le considera como el
pariente mads cercano del maiz (Figura 2.3).

Segun Mangelsdorf (1974}, para que el maiz haya alcanzado 1la
distribucién geogriafica que tlene actualmente y el grado de
variacion genética que observa desde su nivel silivestre
(Teocintle) hasta su nlvel cultivado, tuvieron que haber
intervenldo la migracién, la mutacidén, la recombinaclén génica y
ia seleccidén princlpalmente.

El teocintle al ser domestlcado perdié sus defensas naturales, por

lo que el maiz cultivado ne puede susbsistir sin el culdado del
hombre,

Estudios realizados en fésiles y dembés objetos de interés
arquecléglcos informan que el wmaiz empezd a domesticarse
pproximadamente hace 5-6 mil afios en el territorlo de lo que hoy

es el valle de Tehuacan, Puebla y en el norte del estado de
Oaxaca.

Con la informaclén disponible, el maiz primitivo debe haber tenido
las siguientes caracteristicas distintivas: mazorcas pequefias de 2
a 6 cn de longltud y de custro a ocho hlleras de granos; en parte

o totalmente cubierta por bricteas. Granos pequefios, palomeros,
tunicados y de colores obscuros.

Muchas varledades evolucicnaren hacla un mayor tamafio de semilla
y/o mazorca. A la fecha, en el germoplasma reunido en los bancos
genéticos, se dispone de una gran variabjlidad desde granos muy
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pequefios (de menos de S mm), hasta granos muy grandes como 1a
variedad "Cuzco glgante™ del Perd, alrededor de 2.5 cm de
longltud. Asi, se podrin observar variedades que difieren entre si
en varlos aspectos: tamafio de la mazorca, altura de la planta,
nimero de mazorcas por plantas, color de grano; variedades

adaptadas a baja temperatura o a regiones calidas (Fig. 2.4)
{Mangelsdorf, 1974).

En general, con una dlversidad genética, que ge adapta a muy
variadas condiciones ecolégicas. Todo lo anterior permite realizar

su cultlvo en muchas regliones agricolas, lo que explica su gran
iwportancia no sélo naclonal sino mundial.

‘El maiz utilizado en la presente investigaclén pertenece al grupo
de Razas modernas incipientes las cuales fueron desarrolladas
después de la conquista y actualmente no han alcanzado uniformidad

raclal. Se han reconocido 4 razas: chalquefio, celaya, cénlco
nortefio y bolita (Robles, 1976).
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2.3 SEMILLA DE MAIZ Y GERMINACION

2.3.1. ANATOMIA DE LA SEMILLA

La semilla es el 6vule fecundado, transformado y maduro de las
plantas fanerégamas. Adem4s, la semilla es la forma mediante la
cual un nuevo individuo se dispersa tenlendo a su cargo la funclén
reproductora para perpetuar la especie (Fig. 2.5) (Robles, 1976).

Cubierta serninel -
Endoypermo ebrneo (cristalino)
Endosparmo amildcen {opsco)

Embritn

Coleorrizn,

Grano de
msiz

Pedunculo

lfig. 2.5. Anatomfa de la semilla de maiz (Bidwell, 1990).
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fa semilla de maiz estd constitulda por las sigulentes
estructuras: 1) testa, 2) capa de células de aleurona, 3)
endospermo, 4) capa de células epiteliales, 5) escutelo, 6)
colebptilo, 7) plamula, 8) nudo cotlledonar, %) radicula y 10)
coleorriza (Robles, 1976).

1. La testa es la pared del ovarioc desarrollado y maduro. En el
maiz este tejldo se presenta como una delgada pelicula y por le
mismo, no se puede diferenciar en perlcarplo, mesocarpio ¥
endeocarplo, constituyendo asi una sola estructura. La testa esta
formada por dos capas: la mis externa proviene de la primina y la
interna - denominada tegmen —-de la secundina; frecuentemente no es
posible diferenclar ambas capas entre si.

Existe una conslderable varlacién en la anatomia de la testa la
" cua)l ha sido utllizada para distinguir taxon6micamente entre
diferentes géneros y espectes.

La testa es una parte de conslderable importancia para la semilla
ya que es la barrera protectora entre el embrién y el medio
externo, La testa estd impregnada de ceras y grasas asi como de
células mucllaginosas que revientan en contacto con el agua,
proveyendo de una barrera que retiene el agua alrededor de las
semlllas. :

En la testa se distinguen el hillo y el micrépilo: el hilio es la
clcatriz que corresponde a la lInsercién del funicule con la
semilla. El micrépllo es un diminuto orifliclio, cerca del hillo ©
en otra zona, segun sea la poslclén del évulo con respecte al
funficulo y la forma de la semilla. El micrépilo permite el acceso
del alre y del agua al embrién y es el orificle por donde sale la
radicula al germinar la semillas.

2. La aleuroma es una sustancia protelca en forma de pequefios
granos que e encuentran en la capa externa del endospermo. Actua
como sustancla de reserva y se consume durante la germinacion.

3. E1 endospermo es un tejldo nutritivo que se produce en el sacc
embrionario y que persiste en la semilla madura come almacén de
reservas las cuales se utillzan en el desarrollo del embrién y de
la pequefia pldntula durante la germinacién.

4. El epltello es un tejido que cubre la superflcle externa del
embrién formande una delgada capa protectora.

S. El escutelo en los frutos de las monocotlledéneas -como en el
maiz- es una estructura discoidea gruesa que se localliza entre el
embrién y el endospermo y que representa el cotliledén unico el
cual actGa como &rgano de succién en favor de la nutricidén del
embrién durante la germinaclén.
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6. El coleéptilo es una cublerta que rodea a la yema plumular y
forma a la primera hoja per encima del cotiledén en las gramineas
y rodea el extremo del talluelo y a las hojlas inciplentes. Sirve
como proteccidn de la plumula durante la germinaclén.

7. La plumula es la yema del embrién en una semilla que dard
origen a la parte aérea de la planta.

8. El nudo cotlledonar &e conoce tamblén como coroha y 8e
encuentra entre la plimula y la radicula.

9. La radicula es el extremo del hlpocotllo del cual se desarrolla
la raiz primaria.

. 10. La coleorriza es una funda que rodea la raiz del embrién en
las gramineas.

2.3.1.1 EL EMBRION

El embrién estd constitulde por el eje embrionarie y uno o mas
cotiledones, El ejJe estd formado por la raiz embrionaria
{radicula), el hipocotile (al cual los cotlledones estin unldos) y
el 4pice de 1la raiz con la primera hojJa verdadera (la plamula)
{Robles, 1976).

En una semilla monocotlledénea es dificll identificar cada una de
estas partes. El cotiledén es muy reducldeo y se modifica en forma
de escutelo; la cublierta basal del cotiledén es elongada y forma
el colebéptilo cubriendo las primeras hojas y en algunas especles,
coro el mafz, el hipocotilo es modificade a formar mesocotilo., La
coleorriza estd guardada en la base de la cublerta del hipocotilo,
la radicula.

2.3.2 GERMINACION DE SEMILLAS

Desde el momento en que termina la formaclén del embrién 1las
células suspenden su divisién y atentian conslderablemente sus
funciones de respiracién y nutriclén iniclando el periodo de vida
latente que dura hasta que‘ comiehza la germinaclén (Bidwell,
1990).

Posteriormente, cuando una semilla ‘de mafz se coloca bajo
condiciones favorables de humedad y temperatura la actlividad del
crecimiento y desarrollo se reanuda en ¢l embrién.

Desde el punto de vista botédnico se dice que una semilla ha
GERMINADO cuando la railz se alarga y rompe la testa. A
continuacién, la plimula y su valna que la envuelve, el
coledptilo, emplezan a alargarse y también se abren paso a través
de la tesgta.
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Al principic el colesptilo crece mis rapldamente que la plimula,
pero cuando llega a la superficle del suelo y queda exXpuesta a la
luz deja de crecer y la plumula emerge a través de un apice (Fig.
2.6) (Bldwell, 1990).

Colesptilo
*mergeendg

Epicorito

Granod de maiz

Asdicula

Fig. 2.6. Germinaclén de una semilla de mafz (Bidwell, 19%0)

kD)




Cuando los estudios en semillas se refleren en este sentido con
respecto a la germinacién es porque el interés €s el monitorec del
establecimlento de una planta vigorosa de valor agronémlco.

Sin embargo, la germinaci6on definida desde el punto de vista
bioquimico se considera como el conjunto de eventos metabdlicos
4ue provocan en la semllla deshidratada la activaclén de un estade
metabélico latente, apenas detectable, a un metabolismo vigoroso
en el periodo de tiempo que comprende, desde la entrada de agua,
hasta el iniclio de la primera divisién celular (obsérvese que no
se menclond elongaclén celular la cual puede ocurrir sin ninguna
divisién celular previal,

2.3.2.1 FISIOLOGIA DE LA GERMINACION

Desde el punto de vista agronémico, 1la germinaclén comlenza
cuando, en la semilla aletargada o en reposo, se activa la
maquinaria bloquimica conservada y se desencadenan los procesos
metabdlices, El fin de la germinacidén celncide con la iniclacién
de la actividad fotosintética, lo que altera totalmente el
metabolismo de la plantula nacida de la semilla.

Numerosos especialistas en flsiclogia vegetal flj)an el momento de
la germinacién cuando la radicula rompe la testa. Los analistas de
semillas toman como término germinaclén el momento, bastante
impreclso, en que las plantulas surgidas de las semlllas estan
completas ¥y se puede apreclar la integridad de sus estructuras.

Se fijan dos fases en la germinacién: la de linlclacién, que
termina con la salida de la radicula y la de movilizaclién de
reservas que termina con la nascencia o establecimlento de 1la
plantula (Bewley y Black, 1986).

Sin embargo, desde el punto de vista bloquimico los eventos
germinativos se dividen en:

J) TEMPRANOS: hidrataclén, producclén de ATP, inlclacién de la
sintesis de RNA, sintesis de proteinas y reparaclén del DNA.

i1) TARDIOS: expanslién celular, replicacién de DNA y movilizaclén
de reservas (Bewley y Black, 1986).

A) ABSORCION DE AGUA

Para la activacién del metabollismo y la subsiguiente germinaclén
la hidratacién es una condicién indispensable en las semillas
secas. La absorcién de agua suele efectuarse en tres fases; una

fase iniclal de rapida absorcién, una fase intermedla en la cual
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el cohtenldo de agua de la semilla permanece casl constante y una
fase final de Jintensa absorclén que estd relaclonada con el
alargamiento de las células y la aparicién de la radicula (Bewley
y Black, 1986).

B) IMBIBICION

Constituye un fenbmeno fislco que tliene tamblén lugar en las
gemillas muertas o aletargadas y va acompafiado por desprendimlento
de calor. Esta es la primera fase. Est4d relacionada con la
diferencia de potenclal hidrico existente entre la semllla y el
sustrato humedo en el que éstas se encuentran.

Las proteinas constituyen el principal componente de las semlllas
que contienen coloides que absorben agua; también lo hacen los
mucilagos y las sustanclas pécticas; por el contrario, el almidén
no interviene en este proceso porque s4lo absorbe agua en
condiciones 4dcidas y con altas temperaturas (Bewley y Black,
1986). .

C) RESPIRACION

Cuando las semillas se humedecen se produce un répido
desprendimiento de 1los gases absorbldos por 1los cololdes
existentes en el grano,

A contlnuacién comienza 1la respiracién que, en chicharos, se
detecta ya a los 15 minutos de haber comenzado la lmbibiclén.

La respiraclén de las semlillas secas es muy ‘baja y apenas
detectable. En maiz se han medido producclones de 0.7 mg de
diéxido de carbono por cada 1060 g de peso seco en 24 horas para
una humedad del grano de 11 ¥ ; esta cifra sube hasta los 60 mg
cuando la humedad del grano alcanza 18 ¥.

Segun Bewley y Black (1986) la respiraclén se desarrolla en tres
fases en numerosas semillas, especlalmente en las leguminosas.

En la primera fase existe una répida absorclén de oxigeno que, en
el chicharo, dura unas diez horas desde el comlenzo de la
imbiblcién, A continuaclén, sobreviene una fase de meseta en la
cual la cantidad de oxigeno absorbido no aumenta; sin embargo,
sigue producléndose diéxido de carbono como consecuencia de un
fendmeno de respiracién anaerobla o fermentacién,

Una vez que la radicula ha ablerto la testa, el aumento de la
disponibllidad de oxigeno conduce, a su vez, a un aumento de la
disponibilidad de respiracién y de la actividad metabbdlica en
general. Uno de los fenémenos observables es la movilizacién de
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las -reservas que suministran abundante sustrato para los
subsigulentes procesos resplratorios, mucho mis eficaces
energéticamente que los anterlores.

D) SINTESIS DE ACIDOS NUCLEICOS Y FROTEINAS

La sintesis de &cidos nuclefcos y proteinas se inlcla después de
la imbibicién de la semilla.

En embriones de centeno se ha detectado RNA nuclear a los 10 min
de la fmbibicién. El1 tlempo de {inlciacién de la sfintesis de
proteinas en centeno es en 10-15 min después de la Imbibiclén
(Roberts et al., 1973; Sen y Osborne, 1977} tiempc al cual se
detecta RNA en el cltoplasma.

Se ha reportado la exlstencia de RNAm en embriones de semillas
qulescentes dé cereales y se ha postulade que se requiere RNAm
para la réplda actividad metabélica en la semllla durante la
germinacién.

La sintesis de proteinas comlenza mlnutos después de fniclada la
imbibicién, cuando las células estin completamente hidratadas, lo
cual permite que los ribosomas se asocien al RNAm.

Se han encontrado dos tlpos de RNAm en embriones de semillas:

1) Residuales: producidos durante el desarollo de la semilla y que
no se destruyeron durante la maduracién tardia y la desecacién y
que pueden ser degradados después de I1nlctada la hidrataclén
(Brooker et al., 1977).

2) RNAm almacenado, el cual es sintetlzado durante el desarrollo
de la memilla por lo que éstos estdn disponibles inmediatamente
después de Inlclada la hidrataclén y pueden ser traducidos a
proteinas por ser parte Integral de la germlnacién (Brooker et
al., 1977).

Los precursores rilbonucledésidos trifosfatos ATP, GIP, CIP y UTP
esté4n presentes en cantldades pequefias en embriones secos de trigo
y aumentan rapldamente durante las etapas tempranas de la
gerainaclén (Bewley y Black, 1986).

En embriones secos de trigo existe la maqulnaria necesaria para la
sintesls de proteinas y ésta se inlcia dentro de los primeros
minutos de la imbibicién.

Se ha demostrado que la sintesis de proteinas en esta etapa de la
germlnacién estd gulada por RNAm previamente sintetizado (RNAm
almacenado) y que la sintesis temprana de proteinas no requlere de
la transcripclén temprana, funcionando princlpalmente con RNAm
almacenado. Sin embargo, entre estos RNAm se encuentran aquellos
que codifican para proteinas de reserva de la semllla lo que
apoyaria la aflrmacién de gque ese RNAm no es importante en los
primeros eventos de la germinacién.
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E} SINTESIS DE DNA

La exlistencla de daflos en la cromatina es muy conoclda desde
principios de slgic ya gue se observaba un aumentc en el nimero de
aberraciones cromosdémicas en plantulas procedentes de semillas
viejas que frecuentemente daban lugar a una elevada proporcién de
plantas anormales. Se ha demostrade la exisiencla de estos dafics
del DNA mediante técnicas citoléglcas y bloquimicas.

Se ha reportado que la sintesis de DNA a tlempos tempranes de la
gernlnaclén de maiz es de tipo reparativa {(Z2arain et al., 1987) y
en esbriones de semillas ge han descrito sistemas de reparacién
que actian una vez que los tejidos se hidratan {(Veleminsky ¥y
Gichner, 1978). Tiempo después se dispara la sintesis replicativa
en malz alrededor de las 15 h de la germinacién (Bafza et al.,
1989) por lo que la sintesis reparativa es un fendmenc normal de
la germinacién temprana. No obstante, el iniclo de 1la sintesis
replicativa del DNA es variable entre especles vegelales y se ha
observado desde las 4 h hasta las 12 h después del iniclo de

1la imbibiclén (Chen y Osborne, 1970; Buchowlez et al,, 1978 Baiza

et al., 1989).
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2.4. PRINCIPALES PROPIEDADES DE LAS DNA POLIMERASAS
ANIMALES Y VEGETALES

Las células animales tienen,al menos, cinco distintas DNA
polimerasas DNA-dependlentes. Estas enzimas han sldo denominadas
con letras grlegas de acuerdo al orden en que fueron descublertas:
a, B, v. 8 ¥y £€. Todas estén confinadas al nucleo, siendo la 7, la
dinica que también se encuentra en mitocondrias. Es de hacer notar
que en la fraccién citoplasmica tamblén se detecta actividad DNA
polimerizante.

En el caso de las DNA polimerasas vegetales, se han descrito DNA
polimerasas tipos ®, B y 7. Las tres enzlmas se encuentran en el
nicleo, sin embargo la y es también una enzima mitocondrial y
cloropléstica. El citoplasma también presenta actividad
polimerizante.

La distinclién de las DNA polimerasas se ha llevado a cabo con base
en sus dlferentes propledades: comportamlento cromatografico,
respuesta a lphiblidores y actividad con diferentes templados,

Una limltacién importante en el estudlo de las distintas DNA
polimerasas es la eleccldén de las condiclones adecuadas de ensayo
para cada una de ellas. Un ensayo enzimitico de esta naturaleza
incluye de manera importante l1a eleccién del templado: puede ser
DNA nativo, DNA desnaturalizado, DNA con muescas, DNA cortado o
una gran varledad de pares de homopolimero-primer que difieran en
tamafio, pentosa y base.

Ademds, los componentes del extracto crudo tales como el DNA y RNA
mensajeros, polianiones, sales y otros Influyen sobre el
templado-primer y las enzimas por lo que la caracterizacién de las
enzimas en extractos crudos deben conslderarse con gran cuidado.

El templado de uso mis extendido es el DNA activado desarrollado
por Kornberg en uno de 1los primeros trabajos con las DNA
poligerasas de E. coll (Aposhlan y Kornberg, 1962),

Posterlormente, ¢l desarrolle de homopolimeros sintéticos como
templados ofrecid una gran ayuda a la lnvestigaclén de nuevas DNA
polimerasas: iniclalmente y de forma {mportante hacla el
conaclmiento de las DNA polimerasas virales,

Un ejemplo notable lo constituye el descubrimlento de un tipo

especlal de DHA polimerasas-RNA dependlentes a las cuales se les
denominé transcriptasas reversas; dichas enzimas son capaces de
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sintetizar DNA a partir de un templado de RNA. Actuan sobre
tenplados sintéticos tales como polyx-oligoz (en donde x y 2
representan cualquier par de rNTP-dNTP capaces de aparearse en las
cadenas de RNA-DNA segin las reglas de Watson y Crick: G=C y U-A).
La utilizacién in vitro de estos templados simula las condiclones
en las cuales la enzima actda in vivo.

Se ha observade que los diferentes grupos de DNA polimerasas
presentan claras preferenclas por algin templado en particular, lo
cual ha sido una herramienta importante en su clasificacién por lo
que, al fgual que la utilizacién de inhibidores, la utilizacién de
templado por las enzimas es una caracteristica importante de las
mismas,

. Aslmismo, la capacidad de las DNA polimerasas para reconocer
clerto tipo de secuenclas y estructuras del templado-primer
utllizado da la pauta para establecer algunas consideracicnes
acerca del probable papel funclonal de la enzima dentro de la
célula.

Existen una gran diversidad de templados naturales y artlficlales
que han sido disefiados con el objeto de establecer las mejores
condiciones de ensayo para cada una de las DNA polimerasas
estudladas de las muy diversas fuentes: virus, bacterlas,
levaduras, animales, plantas superliores etc.

Aunado a lo anterlor, es claro hoy en dia que la naturaleza del
catién divalente ejerce una gran Iinfluencla sobre la actividad
DNA-polimerizante con cualquier templado.

La Tabla 2.1 presenta un resumen de las propledades mas

importantes de cada une de los cinco grupos descritos de DNA
polimerasas de células eucariéticas.

2.4.1. DNA POLIMERASA ALFA DE ANIMALES

2.4.1.1 ESTRUCTURA Y ACTIVIDADES CATALITICAS

A) Estructura

Pol a estd compuesta por cuatro subunidades: (Kornberg y Baker,
1992).

= Una subunidad grande de PM 165-180 Kba
~ Tres subunidades de PM de 50, 60 y 70 cada una.
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Tabla 2.1. Propiedades de las DNA polimerasas de células eucariéticas®

« [ € 8 7
Designacién previa para -3 5, & 5, &2, B T
mamiferos 511, &
Dasignaclén en levaduras pol 1 pol 1II| polll mitoo?
Gene en lsvadurae POL 1 POL3 POL2 Mipy
Peso molecular (KDa)
Nativo 250 170 256 1s-an| 388"
Centro catalitico 188~ 125 215 36-38 125
Otras subunidades 70'6050’ 48 55 ninguna} 35-47
Localizacién nlicl eo nlicleo nlcleo niiclso ultoc?
Funciones amociadas
Exonucleasa 3°'- 5° no® I i I af I ne I sl
Primasa .l |  no | no | no__ | ne
Propledades
Respuesta a factores ¢
auxiliares do « * ne ne ne ne
Respueata a PCNA no sl no no no
Templado preferido A polldA- [polidA- NA polirA-
2cbi¥ads ol1godT |ol1goedT actPedae oligodT
" ‘Catién divalente g Mg [TH Wg/Kn | Mn/ng
Procesividad Baja [Alta (d) Alta Baja Alra
Fidelidad Alta Alta Alta Bala Alta
Inhibidores )
NaCl (0.15 H) Inhibe | Inhibo | Inhibe| Resiate|Resimte
Afidicolina Inhibe | fnhibse Inhibo| Resiste|Resiste
N-etilmaleimtda: NEM: Tnhibe | Inhibe Inhibe| Remiste|Inhibe
Butilfenil 4AGTP 1M 100 MM 100 pM| 100 yN [Resiste
Didesoxi-NIPs Reslste|+/~Res. |e¢/<Hes.| Inhide [Inhibe
Replicacién si si si No st
Reparacion [T) si No

a) Adaptado de Kornberg y Baker, 1992
b) mitoc., = mitocondria

c) Actividad criptica on Drosofila
d) En presencla do PCNA

8) 4/~ = medlanamente resistente »

BOTA: Los datos ho Indicados as
desconocen a la facha.
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La actividad de DNA pol &« estd asoclada con la subunidad de 180
KDa. La DNA polimerasa « es la dnica enzima de mamiferos que es
capaz de Iiniciar la sinteslgs de DNA de novo en susencia de un
extreme 3'-OH de un primer. Esta actividad reside en un
heterodimero de 60 y 50-kDa (Kaguni et al., 1983; Suzukl et al.,
1985; Plevani et al., 1985).

B) Papel funcicnal de la DHA polimerasa alfa

Muchae lineas de evidencia soportan un papel directo de pol a en
la replicaclén del DNA cromosémico:

1) El nivel de pol « es mids alto en los tejldos en rapida
:dlvisién celular y en linfocitos que han sido estimulados con
mitégenos (Bertazzon}l et al., 1976) slendo detectada en bajos
niveles en células quiescentes (Craig et al., 1975).

2) Anticuerpos monoclonales dirigidos contra pol o inhiben la
replicacién del DNA celular en nicleos permeables o cuando Sse
inyectan directamente al cultivo de células de mamiferos (Miller
et al., 1985).

3) Extractos de células HelLa depletadas de pol « por
inmunopreecipitaclén no realizan la replicacién in vitro del DNA de
SV40. La replicacién se restaura por la adiclén de la pol «
aproplada (Murakami et al., 1986).

Todas estas® evidencias experimentales muestras- que - pol &« se. .
requlere en la replicacién del DNA cromosémico.

Por su medlana procesividad se cree que toma parte en la sintesis
de la cadena lagging o discontinua en la horquilla de replicacién,

C) Actividad exonucleasa asocliada

‘Solamente la pol « de Drosophila melanogaster ha presentado una
actividad exonucleasa 3'~5' autocorrectiva que al parecer es
exclusiva de este ingecto porque no se ha encontrado en pol «
humana ni otras (Wernette y Kaguni, 1986).

D) Respuesta a inhibidores
Es sensible a NEM {lo que implica grupos sulfhldrilo esenciales),

a afldicolina y arabinosil-NTPs pero es resistente a ddNTPs.
También se inhibe con bajas concentraciones sallnas.
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2.4.2. DNA POLIMERASA ALFA DE PLANTAS

Es una enzima de alto peso molecular y es la mayormente estudiada
en vegetales. Las mejor caracterizadas son las enzimas de espinaca
(Misumi y Weissbach, 1982), trigo (Castroviejo et al., 1979),
perivinca (Gardner y Kado, 1976), arroz (Amlleni et al., 1979} y
maiz (VAzquez, 1986;: Coello, 1989).

Se han descrito propledades de las DNA pol « de coliflor (Fukasawa
et al, 1980), chicharo {Stevens y Bryant, 1978), soya
(D'Allesandro et al., 1989) y otros.

Sdlamente en 1las enzimas de trigo, espinaca y arrocz se ha
utilizado aflidicolina como tnhibidor especifico. Su mecanismo de
acclén parece ser el mismo que en animales: se observa inhibicién
competitiva con dCTP (Sala et al., 1980).

Son incapaces de usar polirA-ollgodT como templado al igual que
las DNA pol « animales. Se inhlben con alta fuerza iénica y en el
caso de trige, la enzima es altamente resistente a ddTIP
(Castroviejo et al., 1982),

Su actividad se correlaclona directamente con 1la repllcacién
cromosémica y la actividad mitética.

2.4.3. DNA POLIMERASA BETA DE ANIMALES

La DNA polimerasa B alslada de todas las especles de vertebrados
estudiadas es una proteina de bajo peso molecular, de
aproximadamente 40 KDa (Sakaguchi y Boyd, 1985). No se ha
encontrado una enzima hombloga en funclén en levaduras ni otreos
eucariotes inferlores.

Su mayor actividad colnclde con el plco de reparaclién del DNA y
rinima replicaclén del mismo. Participa en los mecanismos de
reparactén del DNA dafiado con la luz UV. Su actividad en células
en creclmiento es apenas del t-104 del correspondiente a la DNA
polimerasa a. Su punto isceléctrico basico evita su adsorcién en
DEAE-celulosa y tlende a permanecer unida a estructuras nucleares
(Kornberg y Baker, 1992}.

La polimerizacién que reallza es distributiva: inserta un solo
desoxiribonucledtido y se disocia posteriormente del molde, sin
embargo, el grado de procesivldg‘d depende del catién presengg en
la mezcla de reacclén. Con Mg es distributiva y con Mn su
polimerizaclén es més procesiva insertando de 4 a 6 residuos por
clclo de-interaccién con el primer (Wilson et al., .1988).

Su templado preferido e5 el DNA actlivado pero puede utillzapr
polirA-oligedT. Es senslble a lones fosfato. No presenta actividad
exonucleasa intrinseca,
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Con respecto a su respuesta a inhibldores, posee caracteristicas
unicas que la distinguen de 1las demAs: es 1insensible a
afidicolina, a agentes bleoqueadores de sulfldrilo y a butil-fenil
dGTP pero es sensible a ddNTPs. Su actlvidad es estimulada con
sales (Kornberg y Baker, 1992).

2.4.4. DNA POLIMERASA BETA DE PLANTAS

No se ha encontrado hasta el momento en vegetales una enzima
estrictamente similar a la DNA polimerasa 8 animal.

Se ha descrito una DNA pollmerasa de bajo PM en remolacha (Tymonke
y Dunham, 1977), chicharo (Chivers y Bryant, 1983) pero solamente
- en trigo ha sldo alslada a pureza (Castroviejo et al, 1990).

En el caso de trigo, la enzima de bajo PM comparte las
caracteristicas descritas para las DNA polimerasas S anlmales en
cuanto a su resistencia a afidicolina, sensibillidad a ddNTP y
bromuro de etidlo, asi como el reconocimientoc parcial de
polirA-cligodT pero en todeos los casos de enzlmas vegetales las
DNA polimerasas f-like son muy sensibles a NEM en contraste con la
gran resistencia de las DNA ©polimerasas 8 animales a
concentraclones arriba de 20 mM.

El hecho de que este tipo de enzima no haya sido encontrada en
otros especles vegetales se ha atribuide a 1la presencia de
inhibidores de su actividad que eluyen Jjunto con ella en la
fracclén de lavado en DEAE-celulosa. En el caso de trigo, éste
inhibidor se elimind medlante un paso cromatografico por
fosfocelulesa. Otra poslibilidad es que la enzima se degrade si la

actividad proteasa no se inhibe lo suficiente durante el proceso
de purificaci6on (Castroviejo et al., 1990).

2.4,5. DNA POLIMERASA GAMA DE ANIMALES

La DNA polimerasa 7 es requerlda para 1a replicaclén del DNA
mitocondrial pero es codificada en nicleo (Adler y Modrich, 1979).

Su estructura ha sido controversial debldo a 1a poca cantidad de
esta enzima y a la degradacion proteolitica presente durante su
purificacién lo que hace dificii su estudio (Wernette y Kaguni,
1986).

- En embrion de pollo es un heterodimero de 47-kDa cada subunidad
(Yamaguchl et al., 1980 a ; Yamaguchi et al., 1982).
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- En D. melanogaster estd compuesta por un polipéptido de 125-kDa
(catalitico) y una subunidad adiclional de 35-kDa (Wernette y
Kagunl, 1986).

- La DNA polimerasa purlficada de Xenopus lJaevis es solo un
polipéptido de 104 KD asociado con la actividad catalitica
{Insdorf y Bogenhagen, 1989),

- La DNA polimerasa mitocondrial de levaduras es una proteina de
143.5-kDa (Foury, 158%).

Eg propensa a formar agregados, ademis de que muestra una
naturaleza muy hetercgénea al ser purificada. La enzima humana ha
mostrado un PM que varia de 110 a 300-kDa.

Esta enzima no solamente esta presente en mitccondria sino también
en nuclep, con funcidén desconocida; sin embargo, a pesar de
encontrarse en ambos organelos, su conceptraciéon es mucho menor en
comparacién con las DNA pol « y 8 (Kornberg y Baker, 1992).

Se le denominé transcriptasa reversa de células animales al
descubrir que prefiere ribohomopolimeros sintéticos como
templados. Sin embarge, esta enzima diflere de la transcriptasa
reversa viral en su incapaclidad para wutilizar templados de RNA
natural asi como en la ausencla de actividad RNAsa asociada.
Ademas, ambas enzimas son antigénlcamente no relacicnadas. En su
actividad sobre polirA-oligedT se distingue de la DNA pol B en que
no se inhibe con fosfate (Rornberg y Baker, 1992},

fLas enzimas mitocondriales son insengibles a aflidicolina pero
sensibles a NEM y moderadamente inhibida por ddTIP. Se ha
reportado como altamente procesiva en la sintesis de DNA.

2.4.6. DNA POLIMERASA GAMA DE PLANTAS

Con base en el criterio de que una DNA pol ¥ es una enzima que
reconcce g¢on mayor eficlencia polirA-oligodT que al DNA activado,
se han estudiado tres de estas enzimas en plantas:

a) La enzima cloroplastica de espinaca {(Sala et al., 1980),
b} Las DNA pollmerasas organelares de soya (Helnherst et al.,
1990} y

c} La DNA polimerasa y nuclear de maiz (Meléndez, 1990).

A continuacidn se presentan algunes cuadros comparativos de las
caracteristicas nads impotantes de las DNA palimerasas
mitocondriales y cloroplésticas de varlos vegetales con respecto a
las DNA polimerasas animales y otras.

La Tabla 2.2 muestra las caratteristicas de las DNA polimerasas
mitocondriales vegetales y se contrastan con el consenso
estoblecido para }a DNA polimerasa y-animal.

42



TABLA 2.2,

Propledades de las DNA polimerasas
mitocondriales vegetales y y-animales.

TRIGO SOYA 7 ANIMALES
PROPIEDAD
Peso Mol. 80-kDa 85-90-kDa 160-300
Subunidadesn nd nd Multimero en
. Drosophila o
tnico polipép-
tido.
Veceg de
purificacién 1395 20 Homogene kdad
Actividad nd nd 3'- s
nucleasa
Templado polidA-| polirA-oligedT| pelirA-
preferldo oligodT] polidC-0ligodG oligodT
Utilizacion
de pelirA- NO coiiunm coiiun'eo
oligodT
Catién 2+ 24 2e 2+
Mg Mg®" y Mn HMg'’ s-12 an
divalente Mn2*0.1-0. 6ak
Efecto de
KHPO« nd inhibe no inhibe
ECl1 éptimo nd 125 mM 100 mM
pH Optimo 8 nd 8~9
Temperatura o
éptima 35°C nd 35-37°C
NEM RESIST INHIBE INHIBE
AFIDICOLINA RESIST RESISTE RESISTE
44TTP INHIBE RESISTE INHIBE
CLASIFICACION { 7- que 7~ que 7-mas
FINAL resist resiste susceptible
NEM ddTTP a ddTTP que
vegetales
REFERENCIA c‘-’Tuig- Helnhorst
ct al et al., CONSENSO
1981 1990

nd= no determinado
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La DNA polimerasa mitocondrial que se ha ailslado con un mayor
grado de pureza es la de trigo (1395 veces de purificacién)
(Christophe et al., 1981) en comparacién con la de soya {20 veces)
(Heinhorst et al., 1990). En ninguno de los dos casos se ha
determlinado el numero de subunidades que las componen mientras que
en anlmales tampoce hay consensa al respecto. El peso melecular de
ambas es de aproximadamente la mitad del peso encontrado en
animales.

Con respecto al templado preferido, la de trigo no utillza
polirA-coligodT mientras que la de soya si lo utlliza; de manera
similar a la ¥y animal. La enzima de soya es capaz de utlillzar
ambos catlones (al igual qye en animales) mientras que la de trigo
solamente es activa con Mg *,

La respuesta de las tres enzimas frente a la afldicolina es
idéntica: las tres son reslstentes. Frente a los otros dos
inhlbldores hay diferenclas Importantes: 1la enzima de trigo es
resistente a NEM, mientras que la de soya lo es al ddTTP, en
contraste con la y-animal que es susceptible a ambos reactivos.

Finalmente, las enzimas ¥ de animales y soya se comportan de
manera similar con respecto a su respuesta a los lones fosfato
{ambas se inhiben) y a la concentracién éptima de KC1 (100 y 125
mM para la y-animal y soya respectlivamente). E1 pH y 1la
temperatura o6ptlmos son similares entre trigo y 7-animal
(alrededor de 8 y 35°C aproximadamente).

La Tabla 2.3 muestra las caracteristicas de las DNA polimerasas
cloroplasticas estudiadas y tamblén se contrastan con la y-animal.

Las DNA polimerasas cloroplasticas han presentado un peso
molecular entre 85 y 105 KDa contra un rango de 160-300 KDa en
y-animal. Solamente en el casc de soya se han obtenldo dos picos
de actividad a través de DEAE-celulosa (Helnhorst et al., 1990). A
su vez, solamente.dos enzimas han sido purificadas a homogeneldad:
la de chicharo (Mckown y Tewari, 1984) y la del segundo plco de
soya slguléndoles en orden de pureza de mayor a menor la del
primer pice de soya (1388 veces), esplnaca {Sala et al., 1980)
{100 veces) y Jitomate (Serra y Carrillo, 1990) (gradiente de
sacarosa),

Con respecto al templado preferido, solamente espinaca y soya
responden de manera simllar a la y-animal utlllzanig
polirA-oligodT. En tres enzimas se ha detectado actividad con Mn
(en jitomate no se ha determinado). )

Frente a 1los diferentes Inhibldores se observa una gran
disimilitud con la y-animal: tcdas se inhlben con afidicolina y
tres de las cuatro enzimas han presentado resistencla al ddTTP; 1la
¥-animal presenta una actividad contraria con amhos reactivos. Las
cuatro enzimas cioroplisticas responden igualmente a NEM, inico
caso en el cual se comportan tgual que 7y-animal en lo que a
inhibldores se trata.
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TABLA 2.3, Propledades do las DNA polimerasas cloroplasticas
vegetales y r-animales
CHICHARO [ESPINACA | JITOHATE SOYA 7 ANIMALES
FROPIEDAD
Peso Molecular] 90-kDa | 105 kba | 88 kDa [}1°80"B8a | 1s0-300
Subunidades un nd un :e:::::“— Multimero en
polipép- poli= |11 més ae [OFOSOPRIIA O
tido Peptidolun partp. [\J500 POLIPER
o.
Veces de Homow~ Grad. del I 1388
purificacién geneldad 100 sacarosa|Il llgsn- Homogeneldad
geneidad
Actividad
nucleasa NO nd nd nd 3'- 5’
Templado nEffvn Polira- DNA :Tllra; polirA-
preferido ¥ DNA ol1gedt |activago] :: N oligodT
astivedo eplsoac
Utilizacién
de polirA- NO o3 2 nd Si 24 51 2.
oligodT con Hn®* con Mn' con Mn'
Catién qu:lz ait] Ma®* nd Mn2* Mg:: 5-12 nH
divalente %n" O0.s5mM| O.1-1 mN 0.25 mi | Mn® 0.1-0.6an
10 mK
Efecto de nd nd nd tahibe al
KIPO« s0x no inhibe
estiaula
KC1 Sptimo 120 mM |100-120mH nd con 125mN 100 mM
PH optimo aplio | g g | 7.5-8.5 8 8-9
rango
Temperatura o —a®
éptima nd nd 30C nd 35-37°C
NEM Inhlbe Inhtbs Inhibe Inhibe INHIBE
AFIDICOLINA Reslste Resiste | Rewlste| Romiaste RESISTE
ddTIP nd Roufate Reslate] Resiuto INHIBE
T- mas
CLASIFIGACION | Detox ¥-like (7-like 7-ltke susceptible
FINAL inaufl- resist. reajst. reciat. a d4TTP que
cisntes 44TTP 4dTTP 44YTP
vegeotales
Nokown Sala Sarra y (Hetnhorst
REFERENCIA y Tewart,| et al., [carrtilojet al., CONSENSO
1984 1980 1990 1930

nd= no determinadeo
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La concentracién de KCl éptimo es de 120, 100-120 y 125 mwM para
chicharo, espinaca y soya respectivamente, de manera similar a la
y=-animal (100 mM)}., Lo mismo sucede con el pH O6ptimo: estd en un
rango de 7.5-«9 incluyendo a las enzimas de esplnaca, Jitomate,
soya ¥ 7-animal. La temperatura bguma de la de jitomate es menor
a la y-animal: 30°C versus 35-37°C. Finalmente, 1a actividad de
nucleasa ha sido escasamente ensayada y en el casc de la enzima de

chicharo no fue encontrada, en contraste con la y-animal que si la
presenta. ‘

En resumen, las caracteristicas de las DNA polimerasas vegetales
differen en gran medida en algunas de los caracteristicas
fundamentales propias de las y-animales tales como su regpuesta a
inhibideres y la utllizacién de templados artificiales., Sin
embargo., sSe ha obgservado clertas caracteristicas que son
repetitivas en todos los casos: todas las enzimas son resistentes
a afidicolina y, con la Unica excepcién de la enzima mitocondrial
de trigo, todas son susceptibles a NEM. La Tabla 2.4 esg un resumen
de las caracteristicas de y-animales y y-vegetales.
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TAELA 2.4. Cuadro comparativo de las propledades de
las DNA polimerasas gama de vegetales y animales

FROPIEDAD ¥-ANTHALES ¥-PLANTAS
Poso Molecular 160-300 KDa 88-180 KDa
Subunidades Multimero en Un solo
Drosophlia o polipéptido
inico polipép-
tido.
YARIABLE:
::::::::«:m; Homogeneidad | 20, 1000, 1395 y
Homogenetdad
:ﬁ;i‘::::d 3'- 5" No hay consenso
VARIABLE:
Tewplado polira- PolyrA-oligedT/Hg y/o
preferido oligodT DNA activado/Kg o
PolydC-ollgoedC/Mg
VARIABLE:
g:‘::::::fn St 2 -lqunns‘lo utilizan
oligedT con Mn' con Mn" y otras ne
YABIABLE:
Catidén 2+ +
Mg 5-12 uM Hg_ 5=12 al y/o
divalents MnZ*0.1-0.6mn| un**0.1-0.6 mn
Inhibe al S0X a onzima
::;:;: de no inhibe Jjde soya (10 mM)
KC1 éptimo 100 mM 100-125 mM
P Sptimo 8-9 7.6 -9
gm""‘" 35-37°C 30-37 C°
En gensral
NEM INHIBE INHIBE
AFIDICOLINA RESISTE RESISTE
VARIABLES:
daTIP INHIBE Enzimas remistentesn
y susceptibles
| CLASIFICACION -mis VARIABLE:
FINAL re:!stente F-resist.NEN o
GdTTP que 7-reslat. d4TTP
anlmales ¥-que no usa

polyrA=-oliged?T
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2.4.7. DNA POLIMERASAS DELTA Y EPSILON DE ANIMALES

El reconocimiento de las miltiples formas y funcién en 1la
replicacién de pol & es uno de lo$ avances mas signlficatives en
el campo de las polimerasas eucaribticas de la Gltima década.

La DNA polimerasa & se descubrié en timo de ternera y en médula
6sea de conejo con hiperplasia (Byrnes et al., 1976; Goscin y
Byrnes, 1982) como upa polimerasa c¢on actividad intrinseca de 3'-
5* exonucleasa (actividad correctora) y se encontrd semejante a «
en su gensibllidad a afidicolina y NEM y su resistencia a ddNTP.

Una de las caracteristicas importantes de la DNA polimerasa & es
su dependencla por PCNA. Se descubrié que la replicaclén de SV4AD
in wvitre requlere PCNA (Weld y Kelly, 1988), E1 PCNA
~proliferating cell muclear antigen- es una proteina necesaria
para el Iiniclo de la replicacién del DNA en el ciclo celular
(Suzuka et al., 1989).

Por su parte, la DNA polimerasa £, es una enzima independiente de
PCNA pero muestra las mlsmas caracteristicas que DNA pol 3 frente
a inhibldores y fuerza lénica.

Entre pol & y e existen muchas slmilitudes las cuales a su vez son
caracteristicas que las distinguen de pol «: excnucleasa 3'~ 5';
ausencia de actividad primasa, preferencia de templade-primer por
polirA-ollgodT, alta procesividad, relativa sensibilidad a clertos
inhibidores (ddTTP), wuna estructura de simple subunidad y
especificidad inmuncléglca (Tsurimoto y Stillman, 1991)}.

La procesividad de pol 8 ha hecho pensar que esta enzima esta
especlalizada en la replicacién continua de la cadena leading y
que pol o esté implicada en la replicacién discontinua de 1a

cadena lagging por ser menos procesiva (Tsurimoto y Stillman,
1991).

Pol 3 de timo de ternera contlene dos subunidades de 125 y 48 KDa
{Lee et al., 1984). La enzima equivalente en levaduras tamblén
contiene dos subunidades (125 y 55 Kba) (Burgers y Baver, 1988).
Otra forma de DNA pol 8 de mamiferos de placenta humana contlene
un polipéptido de 170 KDa y algunos ais pequefios (Lee y Toomey,
1987).

La DNA polimerasa ¢ de mamiferos ha sido alslada de varias formas:

1) DNA polimerasa £ de fibroblastos humanos contlene una subunidad
de 215 KDa y posiblemente uno de 55 KDa (Syvaoja et al., 1990).Se
le ha considerado como un factor necesario para llevar a cabo la

sintesls reparativa de DNA en fibroblastos humanos irradiades con
luz UV,
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2) De médula ésea de conejo es un polipéptido simple de 122 KDa.

Finalmente, de cultivo celular de ratén (Goulian et al., 1990) se
alslé una DNA pol PCNA-Independiente muy parecida a pol & en
varias de sus propiedades.

2.4.8. DHA POLIMERASA DELTA DE PLANTAS

Se ha reportade que la pol B de trigo conlleva, durante todos
los pasos de purificacién, la actividad de exonucleasa 3'- 5°.

Comparando sus propiedades con 1las de la DNA polimerasas §
. descritas, se observan varias similitudes: especificidad de
templado, sensibilidad a 1inhibildores de 1la replicaclén vy
copurificaclén de nucleasa con DNA polimerasa. Este constltuye el

primer reporte de pol & en plantas superlores (Castroviejo et al.,
1990).

2.4.9. DNA POLIMERASA EPSILON EN PLANTAS
Hasta la fecha no se ha reportado la caracterizacién de nlnguna'

enzima en vegetales que puestre las caracteristicas de 1la DNA
polimerasa ¢ en animales.
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MATERIALES ¥ REACTIVOS



3. MATERIALES Y REACTIVYOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Las semillas de maiz, varledad chalquefio, se obtuvieron de PRONASE
(Productora Naclonal de Semillas) de la SARH.

Los ejes embrionarlos se extraen manualmente de las semillas de

malz con la ayuda de una navaja de un fllo, procurando que éstos
queden libres de escutelo pero sin alterar su estructura,

3.2. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y REACTIVOS

3.2.1 SOLUCIONES STOCK

Se recomienda preparar las slguientes soluciones stock a partir de
las cuales se preparan a su vez los amortiguadores.

1) Tris-HCl 1 M, pH=7.6 (100 ml)

2) Kc1 0.5 M (50 ml)

3) Mgcia 1 M (S0 ml)

4) Sacarosa 20% (80ml)

5) EDTA 0.25 M (50 ml)

6) PMSF 1-10 mg/ml (15 ml)

7) Albumina sérica bovina (ASB) 1 mg/ml (15 ml)
8) Cloranfenicol 10 mg/ml

3.2.2 SOLUCION DE IMBIBICION

Tris-HC1 0.05 M, pH=7.6
XCl 0.05 M

MgCl2 0.01 M
Sacarosa 2%
Cloranfenicol 10 pg/ml

3.2.3 SOLUCION DE HOMOGENEIZACION

Tris-HCl 0.05 M, pH=7.6
Sacarosa 0.5 M
Glicerol 10 %

MgCl=2 5.0 mM

Fluoruro de
fenll-metil sulfenllo 0.2 mM (PMSF)
2-mercaptoetanol 1.0 mM
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El PMSF y el B-mercaptoetanol se afiaden a las soluciones
momento de utilizarlos.

3.2.4 SOLUCION DE RESUSPENSION DE BOTONES ORGANELARES

Tris-HC) 0-05 M pH=?7.6
MgCla 0.01 M
EDTA 0.03 M
Glicerol 10 %

0.2 oM
2-mercaptoetanol 1.0 mM

2.2.5 SOLUCIONES PARA GRADIENTES DE SACAROSA

A) SOLUCION DE MENOR DENSIDAD

Tris-HCl 0.05 M, pH=7.6

MgCla 0.05 4

Sacarosa (gdo. gradliente de densidad) 17% (0.5 M)
PMSF 0.2 mM

B-mercaptoetanol 1 aM -

B) SOLUCION DE WAYCR DENSIDAD

Tris-HCl 0.05 M, pH=T7.6

EDTA 1 md

Sacarosa (gdo. gradiente de densidad) 20.5% (0.6 M)
PMSF 0.2 M

f-mercaptoetanol 1 =M

52



3.2.6 PREPARACION DE TEMPLADOS NATURAL Y ARTIFICIAL

A) DNA ACTIVADO

I. SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACTIVACION

Tris-HC1 10 xM, pH=7.6
MgClz SO uM

Alblmina sérica bovina 0.5 mg/ml
DNA de timo de ternera 0.5 mg/ml

II. ACTIVACION DEL DNA (Adaptado de Aposhlan y Kornberg, 1962).

1.~ Se prepara una soluclén de DNA de timo de ternera a una
concentracién de 0.5 mg/ml en la solucién amortiguadora de
activaclén descrita anteriormente.

2.~ Se lleva a cabo la reaccién de i ml de la solucién de DNA de
timo de ternera con 0,001 mg de DNAsa I incubando: 1) 1S min. a
37 °C ¥ a continuacién, 11i) 5 min. a 77 °C.

3.~ Finalmente la solucién se pasa a un bafio de hielo.

El DNA activado es utilizado como molde en la mezcla de reaccién
de la DNA polimerasa.

B) PolirA-oligodT

Se disuelven los reactivos a la concentracién final indicada en ia
tabla sigulente:

Reactivo Concentracién sol. Volumen para
stock ansayo
-PolirA 0.5 mg/ml 10
0l1godTs 0.084 mg/ml 10

’ Concentracién flnal de PolirA-oligodT= 58.4 ug/ml
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3.2.7 PREPARACION DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA

A) PREPARACION DE LA RESINA DE DEAE-CELULOSA

1.- Resuspender 5 g de resina en 75 ml de HCl 0.5 M y agitar
suaverente 45 min a lntervalos de 15 min.
2.~ Filtrar la resina al vacio y llevarla a pH de 7 con agua
destilada (nunca dejar que se seque),
3.- Resuspenderla nuevamente en 80 ml de KC1 0.05 N y llevaria a
PH de 7.2 con HCl 0.05 N.

- Agitar suavemente durante 1 h a intervalos de 15 min.
5.~ Se verifica el pH con papel indicador, el cual debe ser de 7.2
'y 81 no es as{ ge retitula.
6.~ Se agita durante 2 h a intervalos de 30 min.
7.~ Se retitula una vez mis a pH 7.2 y por Ultimo se decanta la
resina eliminando los finos y la materla particulada.
8.- Finalmente, la resina se resuspende en el amortiguador de
lavado de fosfatos (ver seccién 3.2.8).

B) MONTAJE DE LA COLUMNA.

1.~ Se lava perfectamente blen una columna de vidric de 12 X 2
cm enjuagindola al final con agua destilada.

- Una vez seca la columna se empaca con pelo de éngel de tal
forma que el flujo a través de éste sea ripido.

3.~ Se colocan la manguera y la pinza de Mohr en la salida de 1a
columna y se controla el flujo utllizando agua destllada. E1 flujo
no debe ser muy rapido para evitar un empague demasiado fuerte de
la resina.

4,- Se carga la resina a la columna con la ayuda de un tubo de
vidrio y se lleva al volumen deseado a flujo lento. Debe evitarse
el secado de la columna.

S.~ Una vez cargada, la resina se equilibra con el buffer de
lavado (3 volimenes de cama).

+ 6.~ La resina estd lista para ser utilizada. A continuacién se
.conecta al colector de fracciones y a la bo-ba por.lsttltlca. todo
1o cual debe estar en el cuarto frio a 4 °c.
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3.2.8 SOLUCIONES AMORTIGUADORAS DE CORRIMIENTO CROMATOGRAFICO

A) AMORTIGUADOR DE LAVADO DE FOSFATOS

K2HPO« 10 aM, piH= 7.6
EDTA 1 =M
Glicerol 20%

PMSF 0.3 mM
2-mercaptoetanocl 1 mM

B) AMORTIGUADOR DE GRADIENTE DE FOSFATOS

K2HPO4 400 mM, pH= 7.6
EDTA 1 oM
Glicerol 20¥%

PMSF 0,3 =M
2-mercaptoetanol 1 mM

3.2.9 MEZCLA DE REACCION PARA EL ENSAYO DE DNA POLIMERASA

REACTIVO CONC. FINAL
dATP O.1 =M
dGTP 0.1 mM
dCTP 0.1 mM
ATP 1.0 mM
DNA actlvado 0.1-0.2 mg/ml
Gllcero; 4.0 X
Metil- "H TTP 0.06 uM, 5 uCi/ml
(57 Ci/mmol)}
B-mercaptoetanol 0.4 mM
SOL. MgCl2 0.01 M

AMORTIGUADGRA | -KC1 0.02 M

Tris-HC1 0.05 M, pH=7.6
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A continuacién se propone un esquema que muestira la concentracién
de cada soluclén stock y el volumen a utilizar en un ensayo de DNA
polimerasa a un volumen final de 100 ul.

Reactivo Concentracion sol. VYol. para ensayo
stock (pul)
Tris-HC1 0.42 M 12 {Estos tres reac-
MgClz 0.083 M tivos se disuelven en
KC1 0.17 M una mlsma solucliédn)
dATP, dCTP dGTP 1 oM 1
Metll- H TTP 82 B Ci/mmol
(2.5 mCi/ml) 0.2
ATP 1 oM 1
DNA activado 0.5 mg/ml 20-40
Glicerol 504 8
g-mercaptoetanol 10 mM 4

3.2.10 LIQUIDO DE CENTELLEQ

2,5 fenoxazol {POP) 5.0 g
2,2'-p-fenilbis (5-fenoxazol) {(POPOP) . 0.1 g
Tolueno 1.0 i

A) PRECAUCIONES EN LA PREPARACION DEL LIQUIDO DE CENTELLEOD

El POPOP se afiade lentamente para facllitar su disolucién
completa.

- La soluclén de centelleo se agita por lo menos durante 1 h
evitando su calentamiento, Su disoluclén se realiza en la campana
para evitar la inhalacién del .tolueno.

- Se almacena ¢n medlo amblente.

~ Se prepara en grandes cantidades (2-3 litros).
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B) HANEJO DEL LIQUIDO DE CENTELLEQ Y DE MARCA RADIACTIVA

tna vez leidas las cpm en cada vial se Junta el 1liquido de
centelleo de cada uno en una campana y con toda precaucién se
almacena en recipientes de plastico etiquetados que informen el
tipo de marca utllizada ¥ la cantidad aproximada de la mlsma en Ci
totales asi como el volumen y la fecha.

Estos recipientes se mantienen en el cuarto de radlactividad,
En caso de contaminaclén con marca radiactiva se
recomienda lavar inmediatamente con detergente EXTRAN y dar aviso

a un experto.

- Por otra parte, los filtros se desechan en papeles absorbentes
y se deposltan en el bote de materlal radiactivo correspcndlente.

2211 CUANTIFICACION DE  PROTEINAS POR EL METODO DE
PETERSON.

REACTIVG A:

Se mezclan volimenes lguales de cada uno de los reactivos
sigulentes, preparados a la concentracién que se indica:

- NaOH 0.8N

- Sol. Cobre-Tartrato-Carbonato
(Mezcla de CuS04-5Hz0 al 0.1 %, tartrato de
sodlo~-potasio al ¢.2 ¥% y Na2CO3 al 10 % )

~ Dodeclilsulfato de sodio 10 %

= Agua destilada
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CAPITULO CUARTO

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES



4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

4.1. OBTENCION DEL TEJIDO EMBRIONARIO Y
GERMINACION DE LOS EMERIONES DE MA1Z

1.- Los ejfes embrionarios se desinfectan en una solucién de
hipoclorito de sodio al 0.5% (4 g de ejes en 20 ml) por 30 seg en
suficiente agua destilada estéril.

2.~ Se colocan en una caja petri de wvidrio, entre dos papeles
filtro (todo el material debe estar estéril) y se embeben en 1la
solucién de imbiblcién en un volumen de : 4 g de ejes en 15 ml
aproximadamente de amort. de imbiblcién procurando que tode el
tejido quede humedecido.

3.~ Se sella muy blen la caja petrl con papel parafilm y sge
incuban los ejes en una estufa a temperatura controlada de 26-28°C
durante el tiempo de germinacién correspondiente: 3, 6, 15 y 24 h
segin el experimento por realizar.

S1 los ejes embrionarios no son utll%zados el mismo dia de su
extraccién, se almacenan en seco y a 4 C.

4.2. HOMOGENEIZACION DEL TEJIDO EMHRIONARIO

1.- Los ejes embr%onar.los germinados se homogeneizan en un mortero
preenfriado a 4 C en hlelo con la solucién de homogenelzaclén
también preenfriada, en una relacién de 4 g de ejes en 30-35 ml de
amort'. Se homogenelzan en el menor tlempo poslble para preservar
al maximo la actividad enzimitlica (4 g de ejes en 6 min).

St los ejes embrionarios no sg homogeneizan el mismo dia que se
germinaron, se almacenan a =70 C por no mis de 24 horas.

‘2,- El homogenelizado celular se filtra a través de 3 capas de
papel Miracloth limplas. El papel Miracloth se humedece con amort.
y a contlnuaclén se realiza la flltracién con ayuda del vacio,
evitande al midximo la desnaturallzacién de las proteinas
(formacién de espuma).

{El lavado del papel Miracloth se realiza en callente con el
detergente "Extran" y a continuaclén se enjuaga con abundante agua
destllada. Finalmente se secan en la estufal,

3.~ El1 filtrado protelco se colecta en tubos corex de 15 ml
preenfriados y se calcula el volumen final recuperado.
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4.3. TECNICA I DE AISLAHIENTO ORGANELAR

4.3.1 AISLANIENTO DE LOS BOTONES NUCLEAR

Y PLASTIDICO-MITOCONDRIAL

La sigulente técnica por describlr consiste en la separacién
diferencial de nicleos por una parte y de plastidios y
mitocondrias por otro {Esquema A).

Para llevar a cabo la técnica de alslamiento organelar I se
extraen 0.7 g de ejles.

1.~ Los niicleos celulares se separan centrifugando el filtrado a
1089 g (3000 rpm) durante 10 min, sln freno. El pellet de nuicleos
(pellet 1) se sedimenta en el fondo del tubo.

2.~ Se recupera el sobrenadante 1 teniendo cuidado de no
mezclarlo con los lipldos de la superflicle.

ROTA A: Los lipides se eliminan absorbliéndoclos en algodén con la
ayuda de una varllla de vidrlio, después de lo cual se recupera el
sobrenadante y el pellet de nicleos se elimina.

3.- El scbrenadante 1 se somete a la sipulente centrifugacién:
17,400 g durante 20 min (12,000 rpm). con freno. El pellet formado
en el fondo del tubo contlene los plastidios y mitocondrias
(pellet 2).

4.~ El sobrenadante 2 se elimina y el pellet 2 se res%spende
culdadosamente con 3 ml de amort, de resuspensién a 4 C sin
mezclar con lipldos.

NOTA B: Para lograr una resuspenslén homogénea se hace uso de una
espitula que remueva el pellet del fondo del tubo. S1 éste se
encuentra muy adherideo al vidrlo, se somete a pequefios golpes ¢n
el vortex, evitando el maximo la formaclén de espuma y el
sobrecalentamlento.

5.- Por «ultimo, se toman alicuotas para las sigulentes
determinaciones cuantitativas:

a) 20-30 y 40 microlitros (por dupllcade) para proteinas.

b) 20-30 y 40 microlitros (por duplicado) para actividad de DNA
polimerasa.

¢) 1 ml (por duplicado) para DNA.
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. ESQUEMA A

TECNICA | DE AISLAMIENTO ORGANELAR

INCUBACION DE EJES A 26° C DURANTE EL TIEMPO DE GERMINACION
CORRESPONDIENTE (3, 6, 15 Y 24 h )

l

L HOMOGENEIZACION EN MORTERO I
1

BLTMDO AL VACIO POR TRES CAPAS KIRACLOTHI

(CDITRIF‘UGACION DEL FILTRADO A 1089 X G, 10 MIN A 4°Cl

1

L2 +
SOBRENADANTE 1
Icmmnmcxm A 17,400 g, 20 MIN ] [mms]
lwmm;‘ lzm Zl
CITOPLASMA PLASTIDIOS
Y
HITOCONDRIAS

6%




ESQUEMA B
ENSAYOS DE CUANTIFICACION

r | FRACCION FROTEICA ommmn] “J’

F:nsmn DE DNA poumus:u] CUANTIFICACION DE
PROTELNAS

CUANTIFICACION DE
DNA

4.4, TECNICA II DE AISLAMIENTO ORGANELAR

Para la técnlca de alslamientc organelar I1 se utllizan,. en la
caracterizacién, 4 g de ejes y para la purificacién enzimitica, 6
g de eles embrionarios.

La técnica de aislamiento diferencial de organelos ofrece, por
separado, los botones plastidico y mitocondrial, por lo cual se
incluye una corrida adiclonal (Esquema C).

Las corridas se realizan en las mismas condiclones descritas
anteriormente. ’

1.~ Una vez separados los nicleos (de la misma forma descrita en
e)l apartado de "Aislamiento organelar 1") el sobrenadante 1 se
centrifuga a 1900 g (4000 rpm) durante 10 min cen freno. En el
fondo se forma el pellet 2 de plastidlos.

2.- Se separa el scbrenadante 2 tenlendo las precauciones
descritas en la Nota A.

3.~ El1 sgobrenadante 2 se somete a centrifugacién a 17,400 g
(12,000 rpm} durante 20 min., Se forma el pellet 3 de mltocondrias.
El sobrenadante 3 se elimina.

4.~ Los pellets 2 y 3 se resuspenden en 2 y 3 ml respectivamente
del amort, que contlene sacarosa 0.5 M, independientemente de la
cantidad de eJjes wutilizados al 1iniclo (entre 3 y 6 g,
aproximadamente). Para lograr la mejor resuspensién tomar las
precauciones de la Nota B.
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ESQUEMA C
TECNICA ! DE AISLAMIENTO ORGANELAR

rmcumcmn DE EJES, 26°c }
1
| HOMOGENEIZACION EN MORTERO A 4°cJ
1
[rn.’nmcmn AL VACIO POR TRES CAPAS MIRACLOTH l

1N
l CENTRIFUGACION DEL FILTRADO, 10 MIN, 1089 X G, 4°CJ

ferrr———3 | BOTON

SOBRENADANTE

CENTRIFUGACION
1900 X G, 10 min

1

PLASTIDIOS
{TGRAD. SACAROSA )

{RUPTURA ORGANELAR

CENTRIFUGACI
100,000 X G, 1 h

[ (EXTRACTO PLAST n'x‘jccq

CENTRIFUGAC
100,000 X G, 1 h

| (ExreACT_niTocoRRAL) |
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S.- Para flnallizar, se toman alicuotas de cada fraccioén organelar:
a) 40 y 50 micreolitres (por duplicado) para proteinas.

b) 40 mlcrolitros (por duplicado) para actividad de DNA
polimerasa.

En las técnicas de alslamiento organelar y de purlficacién
organelar se utilizé la centrifuga marca Beckman J2-21, rotor
JA20, con radio = 108 mm. La férmula utilizada en la conversién de
g a rpm es: iz

rpm= (g/1.12r) x 1000

Todas las corridas se realizan a 4 °C con las correspondientes
correclones de temperatura y utilfzando el rotor preenfriado.

Antes de cualquler corrida, los tubos corex se colocan dentro de
sus camisas y se equllibran perfectamente en la balanza de dos
platos.

4.4.1 PURIFICACION ORGANELAR A TRAVES DE UN GRADIENTE
DISCONTINUO DE SACAROSA

A) PLASTIDICS

1.- El gradlente de sacarosa diseflado para purificaclén
plastidica, se prepara de la sigulente forma:

En un tubo de 15 ml (preenfriado) se estratifican las soluclones
en el orden sigulente:

a) En el fondo, 8 ml del amortiguador con sacarosa 0.6 M.

b) Con la ayuda de una pipeta Pasteur se afiaden 2 ml de la
suspensién organelar (resuspendida en el amort. 0.5 M) lentamente
a través de las paredes del tubo.

HOTA C: La adiclén de la suspensién organelar se realiza lo mas
rapldamente poslble y en frioc Inmediatamente antes de la
centrifugacién, para evitar al maximo la lisis organelar.

.NOTA D: Al equilibrar el tubo del gradiente discontinuo de

sacarosa coh su contrapeso, se evita al mAximo la mezcla del! mismo
moviéndolo lo menos posible.

2.- El colchén se centrifuga a 1900 g (4000 rpm)} durante 10 nin,
con freno.

3.~ Al fina) de la corrida, se elimina el sobrenadante y.el pellet
se resuspende en 2 ml de amort, de resuspensién a 2°C (ver Nota
B).

4.~ Se toman alicuotas de 1la suspensién de plastidios
purificados:

a) 40 y 50 microlitros (por dupllicado) para protefnas y

b) 40 microlitros (por duplicado) para actividad de BDNA
polimerasa.
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B) MITOCONDRIAS

Para la purificaclén de mitocondrias se prepara el gradiente de
sacarosa de la sigulente forma:

1.~ En un tubo corex de 15 ml (preenfriado) se estratifican las
dos sigulentes soluciones:

a) En el fondo, 6 ml del amortiguador que contlene sacarosa 0.6 M.
b) Al fgual cque para plastidios, se estratifica las suspensién
mitocondrial (3 ml en amortiguador de sacarosa 0.5 M)
pasandela cuidadosamente por las paredes del tubo con la ayuda de
una pipeta Pasteur {ver notas Cy D).

2.~ El gradiente de sacarosa se centrifuga a 17,400 g (12,000 rpm)
durante 20 min. con frenoc,

3.~ Se desecha el sobrenadante y el pellet de mitocondrias se
resuspende en 2 ml de amortiguador de resuspensién preenfriado.
4.- Se toman las mismas alicuotas que en el caso de plastlidios:

a) 40 y 50 mlcrolitros (por dupllcado) para proteinas,

b) 40 wmicrolitros (por duplicado) para actividad de DNA
polimerasa. .

4.5. LISIS ORGANELAR Y SOLUBILIZACION ENZIMATICA
La lisis organelar se logra mediante un tratamliento con detergente
seguldo de agltaclén vigorosa.

Ia smolubllizacién de las DNA pollmerasas organelares se logra
medlante la digestién de los dcidos nuclelcos, técnica que permite
la separacidn de la DNA polimerasa de las membranas organelares.
Ei procedimiento experimental es el sigulente:

4.5 1 LISIS ORGANELAR

1.- A <cada suspensién organelar {2 ml c/u) Be afladen 10
mlcrelitros de Tritén X-100 a) 20¥% (concentractién final de 0.1%).
2.~ Las suspensiones se homogeneizan en vortex y se
mentlenen durante 15 min en hielo.

3.~ Finalmente, laz suspensiones se homogeneizan nuevamente en
vartex proplcléndoles 5 golpes a medlana velocldad por cinco
segundos cada uno, evitando el sobrecalentamiento.

4.5.2 DIGESTION DE ACIDOS WUCLEICOS

1.~ A cada suspensién organelar se afiade una soluclén de CaClz a
ung concentraclén final de 100 M, procurando no diluir demasiado
las fracciones organelares.

2.~ A continuaclén se afinden 10 U de Nucleasa Mlicrococal,

.3.~ La mezcla de reaccién se homogeneliza y se incuba a 20°c
durante 30 min.

4.~ la reacclén se detlene afiadiendo EGTA a una coencentracién
final de 100 mM (se utiliza un stock concentrado para evitar la
diluclén de las fracciones proteicas).
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4.6. CARACTERIZACION DE LAS DHA POLIMERASAS
PLASTIDICA Y MITOCONDRIAL

La caracterizaclén de ambas DNA polimerasas incluyd varlos
aspectos:

1)} El primero fue su respuesta frente a tres de los lnhibidores
més ampliamente wutilizados en la caracterizacién de las DNA
polimerasas.

3.6.1 INHIBIDORES

a) Afidfcelina: inhibidor competitivo del precursor dCTP.

b) 2*= 3* Didesoxltimldina-trifesfato (ddTTP): Inhibidor
competitivo del precursor ATTP.
' c) N-etflmaleimlda (NEM): bloqueador de grupos sulfhidrilo.

Las concentraciones a las que se prueban dichos inhibldores se
muestran en la sigulente tabla:

2} la segunda fue la respuesta de ambas DNA polimerasas
aorganelares a un templado artificial.

4.6.1, ., AFIDICOLINA

1.- Se preparé una solucidn stock de afidicolina a wna
concentracién de 1.47 m¥ (1 mg de afidicolina en 2 =l de
riusol\)rente al 50%). El disolvente utilizado es el dimetilsulféxido
DMS0).

2.- Se afiaden los microlltros necesarios de la scluciédn anterior a
la mezcla de reaccién de la DNA polimerasa. El volumen de solucién
stock de afidicolina se resta al volumen de agua que norsalmente
se afiade a la mezcla de reaccién de la DNA pollmerasa fver
apartade de reactivos).

,La slguiente tabla muestra la concentracién de afldicolina final
(a un volumen de 100 mi), la relacién afidicolinas/dCIP y los ul de
stock necesarlos para alcanzar dicha concentraclén.

CONC. AFIDICOL.| RELACION | WICROLITROS DEL STOCK
WM ugsel Afid/4CTP 1.47 =M
50 16.90 0.5:1 3.4

PN de afidicolina = 338 g/mol
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3.~ Se preparan dos controles para este ensayo y cada uno por
duplicado:

a) Un control sin inhlbldor que corresponde la actividad de la
enzima en condiclenes normales. Contiene el volumen de afidicolina

pero en agua.
b) Otro control que contiene el volumen correspondlente del

disolvente de 1la afidicollna (DMS0), Se reallza para cada
concentraclén de afidicolina.

4.~'La actividad enzimitica resultante en presencia del inhlbidor
se compara porcentualmente contra el control con DMSO que
corresponde al 100X,

4.6.1.b. 2’ ~3' DIDESOXITIMIDINA 5'- TRIFOSFATO (ddTTP)

1,~ Se preparé una soluclién de ddTTP a una concentracién de 0.624
M dlsolviendo con agua destilada estéril.

2.- Se afiaden los microlitros correspondientes a la mezcla de
reaccién de la DNA polimerasa, restando el volumen de agua, segin
la concentracién final deseada (cada ensayo por duplicado):

adTIP . RELACION. MICROLITROS, DEL_STOCK
uM ddTTP/aTIP 0.624 uM
0.03 0.5:1 4.8

3.~ Solamente Se prepara un control (por duplicado) sin inhibidor
con el volumen correspondiente de agua.

4.~ La actividad enzimatica en presencia de inhlbidor se compara
porcentualmente contra el control que corresponde al 100% de
actividad.

4.6.1. c; N-ETILMALEIMIDA [(NEM)

1.~ Se prepara una golucién de NEM a una concentracién de 0,2 M
disolviendo con DMSO.

2.~ Se afladenh 5 microlitros de la soluclén anterlor a la mezcla de
reacclén de la DNA polimdrasa, restando el volumen de agua.

NEM MICROLITROS DEL STOCK
u 0.2 M
10.0 5.0
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3.- Se preparan dog controles (por duplicado) de la misma forma
que para la afidicollna.

a) El primero corresponde & la actividad enzimitica en
condiclones normales. Se afade el volumen correspondlente de agua.
b} El segundo corresponde a la actividad enzimitica en presencla
del disolvente DMSO, del ¢ual se afiade el mismo volumen que
inhibtdor.

4.- La actividad enzimatica en presencia del inhibidor se compara

porcentualmente con respecto al control de DMSO que corresponde al
100% de actividad,

4.7. PURIFICACION ENZIMATICA

4.7.1. ELIMINACION DE LOS RESTOS MEMBRANALES ORGANELARES

Una wvez lisados los organelos y digerldos los dcidos nuclelcos, se
procede g la eliminacion de los restos membranales de plastidios y
mitocondrias con el objetivo de, posteriormente, purificar ambas

DNA  polimerasas organelares a través de una resina de
DEAE-~celulosa.

Se procede como a continuaclén se desecribe:

1.<..Todos. los extractos. protelcos . organelares. se. someten_a,_ una,
centrifugacién a 100, 000 g durante 1 h a & °C.

2.~ Se separa el schrenadante y los botones organelares se
resuspenden en 2-3 wml del amortiguador de resuspenslén.

3.~ Se toman alicuotas de 40-50 microlitros para la cuantificactén
de proteinas y actividad de DHA polimerasa,

4.7.2 PURIFICACION A TRAVES DE UNA COLUHNA DE DEAE-CELULOSA

Una vez montada y equilibrada la resina con el
amertiguador de fosfatos 10 mM a pH 7.6, & procede a la carga de
Jla fraceidn proteica por purificar comoe a continvacién se indlca. |
1.~ Se cargan 2 ml del extracto proteice con un flujo de 12 mi/hr.
2.~ 5S¢ lava la columna con 3 volumenes de lecho con
el amortlguador de fosfatos de iavado 10 mM y con S voldmenes de
lecho de un gradlente de fosfatos desde 10 =M hasta 400 mM, a pH
7.6,

3.~ Se colectan SO fracclones de 0.5 ml y con cada una se lleva a
cabo el enzayo de la DNA polimerasa y la cuantificacién de
proteinas utilizando el mismo volumen de fraccién proteica para
ambas cuantificaclenes.

4.- Se grafican los valores de actividad de DNA polimerasa {CPH] y
de concentracién de proteinas (og/ml) y concentraclén del
gradiente de fopfatos (sM) vs nimero de fracciénm con el fin de

establecer el perfll de actividad enzimitica y proteina a lo large
del flujo de la columna.
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4.8. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE DNA FOLIMERASA

la DNA pollmerasa de las

la reacclidn consiste en lAncubar =
son;

fracclones organelares en presencia de sus sustratos que
1.~ Los cuatro desoxlrrlbonucleé}!dos trifosfato {con uno de elles
marcade radiactivamente: metil “H~dTEP).

2.~ Un templado o patrén de DNA sobre el cual serdn incorporados
covalentemente los cuatro reactives anterlores {segin la regla de
apareamlento de bases: adenina:timlna y guanlpa:citosinal vy

3.= Un catisn divalente indispensable para la reacctédn (Hn 6

ng**
Ademas de: ATP, solucién amortiguadora de pH, f-mercaptoetancl
lagente reductor) y glicerol.

En primer lugar se prepara el volumen necesaric de la mezcla de
reacclén que contenga todos los reactives antes mencionados y se
procede como B centinuaclidn se iIndicas

1.~A cada tubo se le afiade una cantidad igual de la mezcla de
reaccidén y el volumen necesario de extracto proteico para alcanzar
el volumen final de reaccldn (100 ul, generalmente) que dara las
concentracliones finales de les reactlvos antes menclionados.

2.~Se prepara un blanco de reacclén, el cual no contlene nlpgin
extracto protelco, sino el equivalente en velumen des agua
" destilada ¥y el correspondiente volumen de mezcla de reaccién.

3.~ La reaccidén comienza al afiadir el extracto enzimidtice; una vez
afadido éste al tubo de reaccién, empleza a correr el tlempo de
fncubacisén a 37°C durante 30 min, -

4.~5e le da fin a la reacclédn enzimitica con 100 ul de la
goluctén de egperma de arengue a una concentracién de 2 mg/ml y 2
ml de Acldo tricloroacético al 10 % {reactives frios),

5.-A continuaclén log tubos se mantiénen a 4°C durante 30 min.
para fue el DNA preclpite.

6.~ Los tubos se flltran al vacio por un filtro millipore a
través de filltros de fibra de vidrie (Whatman GFA/A); los flltros
se lavan con un volumen de 5 ml aproximadamente de TCA al 5% y al
10X y con stanol al 96% ; diches lavados sirven princlipalmente
para arrastrar la sarca inespecifica de los flltros {es decir, no
covalentemente unida al molde de DNA) y en ellos quedard molamente
el DNA activado con marca radiactiva,

7.~Los filtros £e secan an un hornc a 60°C y se dejan enfriar;
una vez secos Ee sumergen en viales con 5 wl de ligquide de
centelleo.
B.-La marca radiactiva del materfal insoluble es leida en un
contador de centelleo gue da lecturas en cuentas por minute f(cpm)
y que son proporclonales a la actividad enzimdtica de 1a DNA

polimerasa de cada extracto.
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4.9. ENSAYO DE CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Se llevd a cabo el método de Peterson (1977) sigulendo el
procedimiento experimental que a continuaclén se sefiala:

1.~Se prepara una soluclén esténdar de albimina (se recomienda a
una cencentracion de 10 mg/ml) y se toman alfcuotas con voliimenes
ascendentes en un rango de 10 a 100 pug de proteisa para la
realizaclion de la curva patrén.

2.~Por otra parte, se toman alicuctas por duplicadeo de las
fracciones organelares {de 30 a 50 pl).

3. ~Se aflade a cada tubo 100 ul de desoxicolate de sodio al 0.15 %
{DOC) ¥ se incuban a temperatura amblente durante 10 min. Este
‘tratamiento tilene por objetive la remocién de los lipldes
presentes en los “extractos problema“ y evitar que interfieran en
la cuantificaclén colorimétrica,

A 1la curva patrén pe le da el mismo tratamiento que a los
problemas para que sea la mids comparable posible con éstos.

4.-Después de la incubacién con el detergente, se preclpitan las
proteinas con 100 ul de dcido triclorcaceético al 72 % (TCA) y se
mantienen los tubos a 4°C durante por lo menos 30 min.

$.~Se reallza a continuacién una centrifugacidtn a 756 x G por 1S
wmin & 4°C en una centrifuga preenfriada; con lo cual se logra la
geparaclén del botén de proteinas y se elimina el sobrenadante
dcldo que contiene lwpurezas de las fracciones subcelulares.

& ~Los botones se dejan escurrir un tilempo boca abajo y uns vez
secos se procede a desarrollar la reaccién colorimétrica con los
slgulentes reactivos: 1 ml de agua destilada y 1 ml del reactive

7.~ Después de homogeneizar muy bien la mezcla anterfor, los
tubos se delan a temperatura amblente por 10 min.

.B.- A continuacién se afiaden 0.5 m]l del reactive de
Folin-Clocalteau diluldo 1:6, se homogeneizan las mezclag de
reaccién y se incuban les tubos por 30 min a temperatura ambliente
Jpara que se desarrolle el color del complejo.

‘9.~La intensidad de la absorbencia de cada mezcla se lee a 750 nm
en un egpectrofotémetro contra un blanco que contlene solamente
los reactivos para el desarrollo del colar.
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4.10, ENSAYO DE CUANTIFICACION DE ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DMA)

El método de Glles-Myers (1957) de la difenllamina, se basa en la
formacién de un complejo entre la difenilamina en medio acido con
1a desoxirribosa del dclido desoxirribonucleico (DNA).

Al valor de absorbencia dada por el complejo colorido (595 nm) se
ie resta el valor de absorbencia dado por algunas de las impurezas
presentes en el extracto protelco utllizado.

La curva patrén de DNA se reallza disolviendo DNA de esperma de

arenque de alto peso molecular en agua a una concentraciédn de
10 mg/nl.

La técnlca es la sigulente:

1.- Se toman alfcuotas de la soluclén esténdar con volumenes
ascehdentes hasta cubrir un rango de 10 a 100 ug de DNA.

2.~Por otra parte se toman alicuotas de 1 ml del extracto
problemn (la cantidad de DNA presente en los organelos es muy
pequefia por lo que se necesita un volumen muy grande para que la
cantidad de DNA sea detectable) cuantificado con precisién por
este método colorimétrico.

3.-5e preclplta el DNA de cada tubo con 1 ml de TCA al 20 % y se
mantienen a 4°C durante 30 min.

4.-A continuaclén se centrifugan las mezclas a 756 x G durante 15
min, a 4 °C en una centr{fuga preenfriada.

S.-Se elimina el sobrenadante y se dejan secar los botones boca
aba jo.

6.-Antes de reallzar 1la reaccién colorimétrica, el DNA se
hidreliza en medio &cido y a alta temperatura, afiadiendo a cada
tubo 1 ml de 4cido perclérico alt 10 X e incubdndolos a B0°C
durante 30 min.

7.~Una vez hidrolizado el DNA, e afiade a cada tubs ! mnl de
solucién de difenllamina al 4 % (disuelta en Acido acético
glacial) y se homogenelza la mezcla perfectanente,

8, -Se afiande a cada tubo S0 pl de acetaldehido a una concentracién
de 1.6 mg/ml en agua destilada,
9.-Los tubos se Incuban a temperatura amblente por 15 h para el
completo desarrollo del color.
10.~Se lee la diferencia de absorbanclas entre 595 nm y 700 nm
contra un blanco gque contiene: &cido perclérico, difenilamina y

scetaldehido, habiéndose  sometido  al  mismo  tratamlento
térmico. ’
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5, RESULTADOS

PRESENTACION

ia primera parte de la presente lnvestigacién estuve abocada al
establecimiento de una técnica de alslamiente organelar tal que
ofreclers extractos proteicos ricos en DNA polimerasa plastidica y

mitocondrial.

La técnica de alslamlento organelar por establecer deberla
garantizar un rendimlento organelar aceptable -traducido en una
alta concentracidn de proteina organelar- agl como la elimlnacldn
de la mayor parte de los contaminantes presentes en las fracclones
arganelares, Asirismo, las técnlcag de lisis organelar ¥y
solubllizacién enzimitica deberian ofrecer, ademis de un buen
rendimients proteico, la preservacion de Ia actividad de la DNA

polimerasa organelar.
Una vez logradeos los objetivos anteriores la wltims parte de la

presente investigacisén consistié en la caracterizaclén enzimatica
de las DNA polimerasas con ¢l objeto de Incluirlas dentre del

grupo correspondiente.
A continuaclién, se presentan los resultados obtenldos haciéndose

hincapié en los criterios segujdes a 1o large de la misma y
contrastande los resultados obtenidos con investigaciones afines a

la presente.
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5.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS TECNICAS DE AISLAMIENTO
Y
PURIFICACION ORGANELAR

Los criterios fundamentales sobre los cuales se han disefiado las
técnicas de alslamiento organelar se basan en el hecho de que los
organelos subcelulares de la misma especle e, independientemente
de su orlgen tisular, comparten clertas caracteristicas fisicas y
quimicas tales como el tamsfio, la forma y la densidad de
flotaclén,

'El aislamiento diferencial de ecada una de las fracclones
subcelulares realizado por medlo de las técnicas de centrifugacién
toma en cuenta las propledades fisicas y quimicag de las membranas
u organelos celulares por purificar,

Se denominan “Técnicas de aislamiento diferencial organelar” a
aquellas técnlcas que separan cada una de las fracclones celulares
del homogenadc celular por medio de centrifugaciones secuenclales
a velocidades cada vez mayores {Graham, 1979). las fracclones
celulares ~de densidad cada vez menor- son obtenidas
secuenclalmente en forma de un sedimento d inado te
pellet o botén organelar.

Uno de los organelos subcelulares de mayor tamafic (de 4 a 6 nm de
didmgtro) y que presenta una alta densidad de flotacisén (1.32
g/cm” en vegetales) es el nucleo. Sus caracteristicas fislcas dan
la pauta para que el alslamlento de la fraccién nuclear =-tanto en
tejidos vegetales come animales~ se lleve a cabo a bajas
velocidades de centrifugaclén siendo, generalmente, uno de los
primeros pasod en las técnicas de fracclonamiento celular.

Le slguen en tamafio log cloroplastos (20-35 u de largo y 3-6 u de
disdmetro) y las mitocondrias (4-7 u de large y 0.5-1 p de
«didmetro) con valores de densidad de flotacién de 1.21-1.24 y
1.18-1.2 g/cm” respectivaxente (en vegetales). Su alslamiento se
realiza a velocldades y tiempos mayores de centrifugacién que en
el caso de nuicleos.
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Ademas de los aspectos anterlores deben considerarse
cuidadosamente otros parémetros. Graham (1979) menclona que tres
de log aspectos mas Importantes son: a) la técnica de
homogeneizacién, b) la composicién de la solucitn de
homogeneizacién empleada y c¢) las condicicenes de corrida
centrifugacional.

5.1.1. ESTABLECIMIENTO DE LAS TECNICAS DE AISLAMIENTO ORGANELAR

§.1.1.1 ANTECEDENTES TECNICOS Y CRITERIOS DE EVALUACION

De acuerdo a lag diferenclas existentes entre los diferentes
organelos y los tejldos de los cuales proceden, las condiciones de
alslamiento organelar varian, tales como: velocidad, tlempo,
viscocidad del medio, wvariedad de centrifuga selecclonada,
etc. deseado y del te)ido del cual proceden.

El objetivo final de Ortega (1988) era la cuantificaclén de 1la
sintesis del DNA organelar In vive en contraste con el objetive
del presente trabajo el cual consistié en el establecimliento de
una técnlca de alslamlento organelar con mlras a la determlnacién
del grado de sintesis de DNA in vitro. Por esta y otras razones es
de esperar que las técnicas descritas por Ortega (1988) hayan sido
evaluadas con base en distintos criterlos a los manejados en la
presente investigacién:

Los dos criterios bisicos para la evaluacién de las técnicas de
aislamiento organelar fueron: 1) el grado de actividad de la DHA
polimerasa y 2) la respectiva concentracitn de DNHA y de proteina
finalmente recuperados,

De acuerdo a los objetivos de la presente investigaclion el primer
criterio fue indispensable. Por su parte, la cuantificaclén del
DNA en las fracclones organelares fue seguida como 1indicativo de
1a efectividad de las técnicas de aislamiento organelar asi como
el rendimiento proteico que las mimmas ofrezcan.

5.1.1.2 TECNICA I DE AISLAMIENTO ORGANELAR

Se establecléd el primer método de alslamiento organslar (ver
Esquema 1 en el Capitulo "Procedimlentos Experimentales"). En
dicha técnica se lleva 2 cabo, en primer lugar, el aiglamiento
diferencial de los nucleos celulares y a continuvacién, el
alislamiento simulténeo de plastidios y mitocondrias.
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A) AISLAMIENTO NUCLEAR

La técnica utilizada en el alslamiento nuclear fue una adaptaclién
de las técnicas descritas por Cheah y Osborne (1978) y Ortega
(1988). Ambos reportan el aislamlento nuclear bajo las siguientes
condlciones: 625 g (2200 rpm en nuestras condiciones de corrida)
por 15 min.

Sin embargo, Christophe et al (1981) reporta una velocldad mayor
de aislamlento nuclear (2000 g durante 10 min) por lo que, con el
fin de asegurar un alslamlento nuclear mis eflclente, se decidid
en este aspecto probar una mayor velocidad de corrida. Es de
thacerse notar que la completa eliminacién de los nicleos
constituia un requisito 1ndispensable para garantizar que el DNA
de 1la fraccién celular fuera exclusivamente de plastidies y
mitocondrias.

Denpués de varias pruebas experiwentales, me observé que la
fraccién nuclear ajslada a 1089 g (3000 rpm} por 10 min era mis
rica en DNA y en actividad de DNA polimerasa en comparacisn con la
obtenida en la corrida a 625 g de aqui que la primera corrida haya
sido establecida como parte de la Técnica I.

Come w®e menciond anteriormente, o1 DHA fue la molécula
seleccionada como “marcador organelar”. El problema de 1la
contaminacién de las preparaclones con DNA nuclear fue superado al
eliminar los nucleos del™ extracto crudo en 1a primera
centrifugacién con lo que el DA de la fraceién
"plastidico-mitocondrial™ pudo wser considerade como marcador
exclusivo de dichos organelos.

B) AISLAMIENTO PLASTIDICO Y MITOCONDRIAL

Una vez eliminados los nicleos del extracto crude se sedimentaron
conjuntamente los botones plastidico y mitocendrlal. Lo anterlor
se realizé hacliendo uso de la técnica descrita por Ortega (1988)
en el aislamiento diferencial de mitocondrias. Era de esperarse
que ios plastidios sedimentaran jJunto con las mitocondrias puesto
que los plastidios, al ser de mayor tamafio que las mitocondrias,
requieren de velocidades mis bajas de sedimentacién (1900 g). La
sedimentacién de las pequefias mitocondrias a 17,400 g atrrastra
consigo a la fracclién plastidica.
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Una vez obtenida la suspensién plastidica-mitocondrial se ensaybd
la actividad de DNA polimerasa. Come se observa en la Figura 5.1
dicha actlvidad fue detectable desde las primeras horas de
germinacién.
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Fig. 5.1. CINETICA DE ACTIVIDAD [N VITRO DE LAS DNA POLINERASAS
PLASTIDICA ¥ MITOCONDRIAL A DIFERENTES TIEMPOS DE GERMINACION. Se
g;teminb la actividad especifica enzimitica como la cantidad de

~timldina incorporada al DNA activado por microgramo de proteina
(CPM/pgP) por la fracclén-mezcla de ambos organelos aislades
diferenclalmente de embriones de maiz germinados durante 3, 6, 15
y 24 h (ver técnica en el apartado 4.3).

77



La actividad especifica detectada entre las 3 y 24 horas de la
germinacién muestra un comportamients lineal con un aumento de
aproximadamente 8.4 veces. Los valores de cpm y pg de proteina
obtenldos se muestran en la Tabla 5.1.

TABLA 5.1. Valores de cpm y pg de prot. de la Figura 5.1.

Horas de germinacion CPH ug de prot. cpm/pg. prot.
3 2124 109 19.92 0.35
2002 99
6 2700 70 40.42 1.8
2322 55
. 4312 33.8 109.52 18.1
15 4660 51.0
24 6500 2.0 167.72 12.9
6788 37.6

Los resultados obtenldos concuerdan con lo reportade por Ortega
(1988). En dicha lnvestlgaclén se reporta que la sintesis de DNA
organelar en ejes embrionarios de maiz es detectable desde tlempos
tempranos de la germinacién: desde las 4 h se observa la
incorporacién de una cantidad Importante de marca radloactlva al
DNA organelar. Dicha marca se Incrementa hacia las 6 h de
germinacién hacliéndose notable a las 20 h tlempo en el cual dicha
incorporacién especifica se ha incrementado en un 50%
aproximad 1ite con respecto a la marca iniecial.

En la Flgura 5.2 se muestra que la concentracién del DNA organelar
exhibe un comportamlento similar al de la actividad de DNA
polimeraoa dentro del miomo lapno germinative: a lag 3 h de
germinaclén se detectaron 16.11 1.3 pg/ml dc DNA los cuales Sse
incrementan notablemente hasta un valor de 70% 6 pg/ml a las 15 h
de germinacitn.

5.1.1.3. TECNICA II DE AISLAMIENTO ORGANELAR

Se probd un segundo método de alslamiento organelar por wmedio del
cual se obtuviera cada organelo por separado para lo cual, una vez
elimlnados los nucleos celulares, se incluyé una corrida
centrifugacienal a’'la Técnica I ‘que 'hiciera posible la meparaclén
diferencial de los plastidies y lag mitocondrias organelares.

Para llevar a cabo el alslamiento plastidico diferenclal se
modificaron las condiciones de corrida reportadas por Ortega
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(1988) qulen los alsla a 5900 g (7000 rpm) por 10 min y en su
lugar se adapté el método de Biggins (1971) qulen reporta 1900 g
(4000 rpm) por 10 min. Se obmervé que cl extracto plastidico de
1900 g mostraoba una nmctividad especifica de DHA polimerasa del
doble con respecto a la del extracto de 5900 g. Se hablarad més al
respecto en la Discusién.

100y

[DNA] {ugfmi)
8

<

3 ¢ 15 " 2
TIEMPO DE GERMINACION (HORAS)

Fig. 5.2. CONCENTRACION DEL DNA PLASTIDICO-MITOCONDRIAL A DOS
DIFERENTES TIEMPGS DE GERMINACION.Se cuantificé la concentraclon
de DNA en la fracclén-mezcla de plastidios y mitocondrias de ejles
enbrionarios de maiz de 3 y 1S h de germinaclén. La cuantificacién
se llevé a cabo por la técnlca de Giles ¥y Myers (1957) (ver
apartado 4.10).
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En el caso del aiglamiento mitocondrial si se adapté tal cual lo
describe Ortega (1988): 17,400 g (12,000 rpm) por 20 min. Dicha
técnica es una adaptacién de la técnica reportada por Zelitch
(1967): 10,000 g (9100 rpm) por 20 min.

Como se cobserva en la Tabla 5.2 las veces de purificaclén de la
DNA pelimerasa plastidica es muy buena (4.2 veces de purificacién)
en comparacién con la actividad obtenida por Sala et al., (1980},
en la purificacién de cloroplastos de ho)as de espinaca (2 veces
de purlficaclén).

La pureza lograda en los plastldlos medlante la centrlfugacién
diferencial fue mayor ain a la del extracto-mezcla (3.2 veces de
purificacién) a pesar de que dicho extracto contiene ambas DNA
polimerasas organelares. Al parecer, la actividad de las DNA
polimerasas alsladas en el mismo extracto se encuentra
parclalmente inhibida.

TABLA S.2, TABLA CONPARATIVA DFE. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS DNA
POLIMERASAS PLASTIDICA Y MITOCCNDRIAL DE MA1Z EN EXTRACTOS-
MEZCLA Y DE AISLAMIENTO DIFERENCIAL ORGANELAR.

Yecea de
Fraccién aislada CPM/ug.prot. |mg/ml prot purificacitn Técnica
EXTRACTO CRUDO 33.3% 4.5 4.5 1.5 1.0 Iyl
EXTRACTO-MEZCLA"  105.8% 11.6] 3.2% 1.1 3.2 1
AISLAMIENTO DIFERENCIAL
MITOCONDRIAS 422 8.6 [2.14% 0.36 1.3 II
PLASTIDIOS 141.3% 41.211.7¢ 0.59 4.2 11
GRADIENTE DE PURIFICACION
MITCCONDRIAS 96.2% 25.6 |1.38% 0.38 2.9 11
PLASTIDIOS 340.5°% 99.3 j0.4% 0.22 10.2 11

a) Se denomina extracto-mezcla a la fraccién de ambos organelos
{plastldios y mitocondrias).

Observaclones adiclonales ofrecleron algunas otras evidenclas en
torno a la probable existencia de alguin inhibidor de 1la DNA
pollmerasa: al ensayar la actividad enzimdtica del homogenado
celular 1inleial a diferentes concentraciones de proteina se
observé con sorpresa que la actividad especifica de los extractos
diluidos 1:2 y 1:4 era mayor que la actividad enzimitica del
extracto concentrado (ver Figura 5.3}). En la Tabla 5.3 se anexan
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los valores de ¢pm ¥ los promedios oblenldos de los duplicadoes de
la Figura 5.3
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Fig. 5.3. ACTIVIDAD DE DNA POLIKERASA TOTAL EN DIFERENTES
DILUCIONES DE EXTRACTO CRUDC DE EJES EMBRIONARIOS DE HMAIZ. Se
cuantificé la actlvidad de DNA pollmerasa en tres distintas
diluciones: un extracto concentrade (1:1) y dos diluides (1:2 y
1:4), La Tabla 5.3 muestra los valores obtenidos con sus
respectivos promedios para cada duplicado.

TABLA 5.3.
Yalores de cpm de la Figura 5.3
HMlucibén CPH Prowedio
1:1 2482 2333° 149
2184
1:2 2777 26835 94
2589
1:4 2430 2544 1434
2658
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Probablemente, la dllucién de los extractos protelcos provogque, a
su vez, la dilucién de algun Inhibldor de las DNA polimerasas
organelares que probablemente exista en el extracto crudo; de
manera simllar a lo reportado por Coello (1989) en cuyo trabajo se
propone la probable existencla de algin inhibidor de las DNA
polimerasas en el extracte de hojas de maiz.

Sin cmbargo, los resultados obtenldes no son suficientes para
probar las especulaclones hechas al respecto y es necesarlio
reallzar mis investigaclones

En el caso de la DNA polimerasa mitocondrial, las veces de
purificacién obtenida (1.3 veces) no es tan grande como el
reportado por Christophe et al., {1981) de 8 veces de purificaclién
en mitocondrias de trigo.

Por otra parte, a diferencia de ia DNA polimerasa plastidica, las
veces de purificacién lograda para la DNA polimerasa mitocondriai
eg menor que en el caso de la DNA polimerasa en el extracto-mezcla
(ver Tabla 5.2). Seguramente esto se deba a que las condliclones de
sedimentacidn de la fraccién mitocondrial arrastra wuna gran
cantldad de contamlnantes que inhiben !la actividad de la enzima
mitocondrial.

Finalmente, con respecto al rendimlento organelar de esta técnlea,
el hecho de que la suma de las concentracliones individuales del
DNA plastidico y mitocondrial fuera muy semejante a la cantidad de
DNA del extracto-mezcla (no se muestran resultades} fue indicatlivo
de que las técnlcas de alslamlento organelar diferencial ofrecian
un buen rendimlento, traducldo en una minlma pérdida de proteina
organelar,

Sin embarge, se consliderd adecuado e! establecimiente de una
técnica de purificaclén organelar con el fin de obtener fracciones
protelicas mis limplas.

5.2 TECNICA OE PURIFICACION GRGANELAR

A pesar de que la téenlca II ofrecia un buen rendimiento
organelar, las fracciones organelaresn presentaban todavia un alto
grade de contaminacién, nspeclalaente la Ifraccién mitocondrial
pues, a pesar de que en lag técnicas de ainlamiente difersnclal
gran parte del materlal! contaminante es arrastrado mnedliante la
centrifugacién de lavado, generalmente se requlere un paso
adicional de pwrificacién organelar.
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En la purificacién de organeclos de embriones de maiz, Ortega
(1988) utilizé gradientes discontinuos de Percoll en 1la
purificaclién mitocondrial, Sin embargo, los resultados fueron poco
satisfactorios debido al bajo rendimlento organelar obtenido por
lo que en dicho trabajo se opté finalmente por separar a los
organelos tGnicamente por aislamiento diferencial sin realizar
ninguna purificacién organelar posterior.

En el presente trabajo se opté por llevar a cabo uns purificaclién
organelar posterior al alslamlento diferenclal con el objetive de
que la caracterlzaclén de las DNA polimerasas organelares fuera
mAs confiable.

La técnica desarrollada fue una adaptacién de las técnicas
reportadas por Pardo et al., (1979) y Fuesler et al., (1984). La
adopcién de dichas técnicas se considerd apropiada ya que fueron
egtablecidas para la purificacidén de amjiloplastos de cotiledones
de pepino; es decir, fueron establecldas para el alislamiento de
organelos en un grado de desarrolle similar al de los plastidiocs y
mitocondrias de cmbriones de wmalz.

Es muy comin la utillzacién de una o dos capas de gradlentes de
sacarosa de diferente densldad a través de las cuales se
distribuyen las dlferentes particulas contamlnantes que han
sedimentado simuitdneamente con las particula de interés lo que
finalmente permite alislar a la particula con un mayor grado de
pureza.

Los criterios fundamentaleas bajo los cuales se establecid la
composicién de log gradientes de pacaresa fueron: la actividad de
la DNA .polimerasa y la concentracién de proteinas presentea an el
botdn organelar.

la Tabla 5.2 muestra las veces de purificaclén de ambas DNA
polimerasas organelares a lo largo de la purificacién plastidica y
mitocondrial.

la actividad especifica de la DNA polimerasa de organelos
purificades aumenta en 2.4 y 2.3 veces en comparacién con la
actividad observada en plastidlos y mitocondrias respectlivamente
alslados diferenclalmente. Es probable que dicho aumento se
alcance graclas a la eliminacién de los contaminantes o de algin
factor lnhibitoric de la actividad polimerizante del DHA presente
en los extractos organelares no purificados.

Sin embargo, nuevamente en el caso de mitocondrlas la purificaclén
obtenida (2.9 vecem de purificacién) ne fue tan grande como la
reportada por otros lnvestlgadores. En el caso de las mitocondrias
de trigo Christophe et al., (1981) reporta una purificaclén de 23
veces con respecto al extracto crudo. La diferenclas entre ambas
técnicas de purificaclén mitocondrial radica principalments cn la
compasicidén del gradlents de sacarosa.



En el caso del gradiente de plastidios, a pesar de que la técnica
dio muy buenos resultados de pureza organelar (10.2 veces de
purificaciédn), ne  fue posible estandarizar una técnica
reproducible ya que en todos los casos se observé una gran
fluctuacién en la cantidad de proteina organelar recuperada.

Existen otras técnicas de purificaclén cloroplastica que reportan
la sedimentacisén organelar, a través de gradientes de sacarosa, a
velocidades mayores que la utilizada en la presente investigaclén
(Sala et al ., 1980) as{ como la utilizacién de gradientes de
sacarosa de diferente composicién (Pardo et al., 1979). Por lo
que, en primer término, consideraria la conveniencia de probar
otras condliclones de aislamiento plastidice con el fin de mejorar
el rendimiento de la técnica.
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5.2 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE RUPTURA ORGANELAR

la polubilizaclén de las DNA polimerasas organclares fue ol priwmer
paso de la técnica encaminada de forma mis directa a Ia
purificacién de la misma. Una wvez establecida la técnica de
aislamiento organelar se procedié a la evaluacién de distintas
técnicas de ruptura organeiar y de gelubilizacién enzimitica
mediante las cuales fuera posfible obtener ambas fracclones
proteicas organelores libres de membranas, La eliminacién de las
mombranas organelares hace popible llevar 8 cabo una
caracterizacién enzimitica mwis reproducible ya que frecusntemente
los restos membranales interfieren en el ensayo de las DHA
polimeragas organelares.

En un gran numero de I(nvestigaclones llevadas a cabo en
mitocondrias y cloroplastos {Castroviejo et al., 1979; Christophe
et al., 1981; Echeverria et al., 1991; Knopf et al., 1976 y Sala
et al,, 1980) se reporta gque la lisis organelar y la
solubilizaclén de 1las DNA polimerasas organelares se logra
mediante la apllcacién de técnlcas similares a la gue a
continuaclén se describe: el extracto organelar se somete a un
primer tratamlento con algin detergente (Digitenina, Tritén X-100
u otros) y a continuaclén a sonicaclén o a la acclén mecdnlica de
homogeneizadores eléctrlcos.

Sin embargo, en el presente trabajo se probé iniclialmente la
ruptura organelar medliante dos “técnicas alternattivas” en las
cuales se evitara el contacto de las enzimas con el detsrgente a
fin de evitar cualquler interferencia que el mismo pudiera
presentar sobre la actividad de la DNA pollmerasa. Por otro lado,
no se consldert adecuado trabajar con hamogeneizadores eléctricos
dada la baja centidad de material vegetal del que se disponla.

En resumen, e}l establecimiente de una buena técnica de lisis-
solubilizacién organo-proteica requirié de la evaluacitn de clnco
diferentes técnicas que a continuacién se describen; finalmente la
quinta técnica fue la establecida en la presente investigaclén.

5.3.1., CHOQUE TERMICO

El choque térmico consiste en someter a la suspensibn organelar a
cambios - bruseos de .temperatura. (de 20°C..a =70°C .tres. veces)
seguida de agitacién breve y vigorosa (adaptacidén de Meléndez,
15%0).
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Se observd que dichoe tratamliente térmico provocd un incremento en
la actividad especifica de la DNA polimerasa en ambas suspensiones
organelares., Sin embargo, el problems surgld al tratar de obtener
una fraccldn proteica mas pura separando los restos membranales de
1a fracelén soluble.

La separacién del botdn membranal (centrifugaclén postribosomal
realizada a 100,000 x g durante 1 h todos los casos) provocaba un
descenso de aproximadamente el 50¥% de la actividad enzimitica
iniclal puesto gue los restos membranales arrastraban el otro 50%
de la actlividad DNA-polimerjizante.

Finalmente,dado el bajo rendimlento que esta técnica ofrecia, se
decidié proceder a la modiflicacién de algunas de las condlcienes
mane jadas en la mlsma,

$.3.2. CHOQUE TERMICO EH PRESENCIA DE EDYA

{a smegunda técnica de lisls organelar fue la adaptacién de la
técnica reporiada por Meléndez (1990}). En dicha investigacién se
reporta la 1lisls nuclear por choque térmlco pero esta vez en
presencia de altas concentraciones de EDTA (30 mM). El EDTA es un
agente quelante gque forma complejos con los lones calclo
interfiriendc en la acclén establlizadora que dicho 16n reallza
sobre las membrapnas. La ruptura membranal se facilita al
someterlas, en estado de baja integridad estructural, a camblos
bruscos de temperatura.

Sin embargo, se observd el mismo problema que en el caso anterlor.
Mientras el extracto organelar tratade no se sometlera a la
corrida centrifugacional de eliminactén membranal, 1a actlvidad
especifica de la DNA polimerasa aumentaba en la fraccién de lisls
organelar con respecte a la suspensién organelar iniclal; pero una
vez “clariflcada” la f{racclén después de la eliminaclén membranal,
gran parte de la actividad enzimética era arrastrada con las
mismas.

Ademis, la presencia de EDTA en alta concentracldn afectaba la
actlvidad de la DNA polimerasa va que gste agente qguelante forma
complejos muy estables con los iones Mg“™ requeridos en el ensayo
de DNA polimerasa. -

Se intentd eliminar dicho agente quelante mediante la dldlisis de
* la* fraccidn yprotelica pero: la actividad enziedtlce -dieminuia. de
manera conglderable después de dicho tratamiento. Al parecer, al
igual que otras DNA polimerasas, e.g. en mltocondrias de células
Hela (Knopf et al., 1976), y algunas enzimas solubles de malz
{Garcia , 1991), las DNA polimerasas organelares de malz no
soportan la didlisis.
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5.3.3. TRITON A-~100

Un tercer método de 1lisis orgapelar fue la utillzaciém del
detergente Tritén X%-100 al O0.1% con el cual cada suspensitn
organelar fue fncudbada a 4°C durante 15 min, después de la eual

eran agltadas vigorosamente para proceder al ensayo de la DNA
polimerasa.

Se realizd una observacitén interesante con respecte al efecto del
Tritén X-100 sobre la actividad de la DNA polimerasa organelar. En
el ensayo de actividad de DNA polimerasa reallzado a los pocos
minutos después del tratamiente con tritén, se observaba que 1la
presencia del detergente provocaba un efecto “activapte" sobre la
DNA polimerasa en ambas suspenslones organelares. $in embargo,
minutos mas tarde se hacia necesarle diluir las fracclones
organelares ya que el contacto prolongado de las DNA polimerasas
con el tritén provocaba el efecto contrario ai iniclalmente
observado: la actividad de las enzlwas se perdia paulatinamente. Y
se encontrd que al diluir 2l doble el velumen de Ia fracecién
soluble lo cual a su vez causaba la dilucién del detergente se
lograba conservar por té&s tlempo la actividad DNA-polimerizante.

Sin embargoe, en este caso tamblén se presentd el problema del
arrastre de la actividad DNA-polimerizante en 1las wembranas

arganelares detecténdose en éstas la mayor parte de la actividad
enzim&tica.

las observaciones anteriores podrian ser explicadas al tomar en
cuenta 1a naturaleza dquimlca del Tritén. El Tritén X-100 contlene,
dentro de su estructura, una zona altamente hidrofébica. Esta zona
putiera estar ofreciendo un ambiente adecvado para que la DNA
polimerasa actie de manera 6ptima. Sin embargo, cste “efecto
activante” se observa sblo en los primeros minutos de contacto del
detergente con las enzimas, pues el contacto prolongado provoca
una dristica disminucién de la actividad enzimatlca probablemente
por la desnaturalizecién de las proteinas: alteracién de su
conformacién proteica y pérdida de su actividad enzimética.

Asf pues, en vista de que con las técnicas anterlores no era
posible provocar la completa gelubilizacién de las DNA polimerasas
organelares, se optd por probar la ruptura crganelar a mayores
concentraciones de detergente en un rango de 0.1 a 0.8% de Tritén
X~100. Sin embargo, con ninguna de las diferentes concentraciones
de detergenie probadas se logrd extraer totalmente la actividad de
DNA polimerasa hacla Ia fraceién soluble.

87



5.3.4. SONICACION

El sigulente método ensayado fue la lisis organelar por medio de
sonicacién (5 golpes con duracién de 10-15 seg cada 30 seg.
evitando el sobrecalentamiento} en presencia y ausencla de Tritén
X=-100 a) 0.1% ; pero aun con esta técnica altamente agresiva se
obtuvieron los mismos resultades no satlsfactories que con les
métodos anterlores.

5.3.5. TRITON Y NUCLEASA

Como quinto método de 1lisis-solubillzacidén organo-protelca se
adaptd la técnica descrita en Echeverria et al., (i991), en la
cual se reporta la digestién de 1los 4cidos nuclelcos de
mitocondrias de trigo como pasco fundamental en la solublllzacién
de la DNA polimerasa mitocondrial.

Se llevd a cabo la técnica de lisls organelar descrita en el
capitule de “Procedimientos Experimentales" la cual consiste en:

1.- Ruptura organelar en presencia de Tritén y, a continuacién
2.~ Digestién de leos Acldos nuclelcos con nucleasa,

Echeverria et al., (1991) reporta qus la DNA polimerasa
mitocondrial s8¢ encuentra en intima relacién con el DNA
mitocondrial el cual, a su vez, s¢ encuentra enclavado en 1la
megbrana de 1la mitocondria, por lo que, una vez digerides los
dcidos nucleicos, es posible liberar a la DNA polimerasa haclia la
fraccién soluble.

En la Figura 5.4 se observa la actlvidad de la DNA polimerasa del
extracto-mezcla plastidica-mitocondrial a cada paso del
tratamlento con Tritén-Nucleasa. Los valores son el 'promedio de
dos ensayos idénticos,

La columna I represonta la actividad especifica iniclal de 1la

16 la de ambos organelos (25 cpm/pug prot.). Después de
la ruphu'a con trlitén se observa un incremento de la actividad
enzimitica total (muma de la segunda y tercera colwmnas) de la
cual solamente una cuarta parte se libera hacla 1la fraccion
soluble {columna sobrenadante-T con 25 cpuw/ug prot.) mientras que
aproximadamente las otras tres cuartas partes de la actividad
enzimitica son arrastradas con las wembranas organelares {columna
boton-T con 75 yg prot.).

El aumento en la actividad especifica de la DNA polimerasa después
de la ruptura organelar con tritén probablemente s¢ deba o que
dicha ruptura permite el establecimiento de un mayor contacto
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entre la DNA polimerasa unida a membrana y el templado utilizado
{DNA activado) en comparacién al exlistente en lo organelos
intactos. Por otra parte, a pesar de que la cantidad de DNA
polimerasa que se solubiliza es mencor a la que permanece enclavada
a las membranas, dicha enzima se encuentra en un ambiente mis puro
que le permite actuar mis libremente mostrando una actividad
especifica casl ldéntica a la del extracto inicilal.

g
‘M
wol{
A
-
% =11
2 N
Q 180 1
2
ey T
N Z ./ Fraccion total
§ & [ 7 7/ scbrenadante
< G Boton
- Sobrenadante
0+ ‘/T/T‘N,ﬁiyljaotun
TECNICA RUPTURA-SOLUBILIZACION

Fig. S.4. ACTIVIDAD ESPECI{FICA DE LA DNA POLIMERASA DETECTADA EN
LAS FRACCIONES SOLUBLE Y MEMBRANAL, DE LA FRACCION
PLAST1DICO-MITOCONDRIAL DESPUES DE SER TRATADA CON DOS TECNICAS DE
RUPTURA-SOLUBILIZACION ORGANO-PROTEICA. La fraccién mezcla Inicial
8in tratamiento (columna 1) se sometlé a dos diferentes técnicas
de ruptura-solubllizacién organo-protelca: con tritén (T} y con
tritén-nucleasa (N). A contlnuaclén se separaron el sobrenadante y
el botén y se cuantificéd en cada uno la actividad especifica de 1la
DNA polimerasa (CPM/ug proteina).
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Es lmportante mencionar gque, dada la gran heterogeneldad de la
suspensitn membranal, el ensayo de DNA polimerasa en los mismos es
muy poco reproducible. Dicho extracto contiene una gran cantidad
de restos membranales de diversos tamafios lo cual, aunado al hecho
de que la DNA polimerasa se encuentra unida al DNA enclavado a la
membrana provoca que la cantidad de epzima recolectada en cada
alicuota varie entre los ensayos y en censecuencia su actlvidad
enzimdtica tamblén varie de un ensayo a otre.

Interesantemente, se observé que al degradar los acldos nucleicos
en el extracto de lisls organelar, el botén membranal presenta una
actividad enzimdtica nula (columna botén-N) en comparaclén con la
actividad de DNA polimerasa de la fracelén soluble (columna
sobrenadante-N) la cuval se incrementa hasta 230 cpm/pg prot. en
comparacién con la actividad 1lberada con la sola ruptura
organelar (70 cpm/ug prot.).

Estos resultados demostraron que las aotras técnicas de
golubllizacién enzimitlca son capaces de solubilizar sélo una
pequefia parte de la DNA polimerasa total mlentras que la mayor
parte permanece unida a los restos membranales.

Lo anterior se comprueba a2l comparar las actividades enzimaticag
del extracto soluble después de la lisls organelar con la del
extracto soluble después de la digestion de los acldos nucleicos
en los organelos rotes.

El drasticoe incremento en actividad enzimdtica despues del
tratamiento con nucleasa es una prueba mas de que la DNA
pollimerasa n vitro actia mis eflclentemente al estar llbre de los
restos organelares que al estar unida a ellos. Esto clertamente
contrasta con lo que deblera ser su actlvidad in vivo en el cual
el medlo mas proplclo para su actividad se darid cuando la enzima
interaccione con el DNA enclavado en las membranas del organelo
correspondiente.
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5.3 CARACTERIZACION DE LAS DNA  POLIMERASAS
PLASTIDICA Y MITOCONDRIAL

La caracterizacién de una enzima y el conocimiento de su mecanismo
de accién implica la determlnacién de pardmetros tales como: 1la
especificidad de sustrato, la naturaleza de sus inhibidores y el
anAligls cinético de l1a actividad catalitica en funcién de
diferentes condiclones de reaccién (pH, fuerza iénica, presencia
de clertas sales, temperatura, etc.}.

En 1la presente investlgacién se caracterlzaron ambas DNA
polinerasas en distintas condiclones de reaccién, a saber: la
presencia de inhibidores, 1la wutilizacién de dos diferentes
templados con dos catlones distintoes,

5.3.1 EFECTO DE INHIBIDORES

Se cuantificé el porcentaje de actividad de ambas DNA polimerasas
organelares frente a wuna so0la concentracién de 1los tres
inhibjdores que a contlnuaclén se mencionan.,

5.3.1.) AFIDICOLINA

Una de las caracteristicas que distinguen a la DNA polimerasa « de
las DNA polimerasas 8 y 7 es la susceptibilidad de la primera al
antiblético antiviral afldicolina en contraste con las segundas
que son totalmente resistentes.

Dicha droga -producida por Cephalosporiun aphidicola con férmula
molecular CzcH3404, (ver Figura 5,5) ~ inhibe la replicacién del
DNA nuclear y viral en células animales (Brundret et al., 1972;
Ohashi et al., 1978) asi como la actividad de las DNA polimsrasas
8 y ¢, ambas implicadas en la replicacién nuclear (Kornberg
y Baker, 1992).

HO” A

soHac” g,

Fig. 5.5. Egtructura quimica de
la afidicolina.
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Sin embargo, 1a afidicolina no inhibe la sintesis del DNA
mitocondrial nl cloropldstico nl las actividades de 1la DNA
polimerasa I de E. coli y de la transcriptasa reversa {Galli,
1982).

Por otra parte, Be ha reportado que la afidlcolina actua como
inhibidor competitivo del dCTP por lo que su acelén depende
estrictamente de las concentraciones relativas del sustrato e
inhibidor a una concentraclén fija de enzima (lwamura y Aoshima,
1985; Sala et al., 1980).

El comportamiento de las DNA polimerasas organelares de maiz
frente a la afidicolina se muestra en la Figura 5.6.

EFECTO DE 1A AF'IDIWUNA
DNA POLIMERASAS ORGANELARES

ﬁ.

PORCENTAIE DE ACTIVIDAD
kst

N

| PLASTIDICA MITOCONDRIAL l

— = —

Fig. 5.6. EFECTO DE LA AFIDJCOLINA SORRE LA ACTIVIDAD DE AMHAS DMA

POLIMERASAS ORGANELARES. Porcentaje de actividad de las DNA

polimerasas plastidica y mitocondrial de maiz a una concentraclén

de 50 pg/ml de afidicolina (relacién 1:2 de afidicolinas/dCTP). El

control sin lnhibidor se ensaya en presencia de disolvente (DMSO)
" {ver técnica en el apartado 4.6.1.1).

Puede observarse que smbas enzimss organelares son resistantes al

inhibidor, sin embargo, la DNA polimerasa mitocondrial parece ser
levemsnte mis resistents a la afidicolina que 1a plastidica.
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Al comparar el comportamlento de las distintas DNA polimerasas
organelares vegetales y animales se observa que, en general, (ver
Tablas 5.4 y 5.5)., ambas DNA polimerasas organelares de maiz son
mencs Tresistentes a la afidicolina que cualquler otra enzima
organelar hasta ahora reportada.

Las DNA polimerasas mlitocondriales de trigo y soya presentan un
100% de actividad hasta una relacién de inhibidorssustrato de
1.2:1 y 1.8:1 respectivamente; por su parte la DNA pol. mit. de
células Hela presenta solamente un 10% de inhiblcién aun siendo la
relacién inh/sust. mayor a la probada en la presente investigacién
(2.5:1).

TABLA 5.4. Porcentaje de actividad de las DNA polimerasas
mitocondriales vegotales y animales frente a la afidicolina,

TEJIDO | CONC.pg/ml RELACION % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL AFIDYCOLINA | AFID.: dCiP TIPO DE ENZIMA
Naiz 50 0.5:1 771 8 :resistente
Trigo® 5-20 0.3:1 - 1.2:11100% : reslstente
Soya® 20 1.8:1 100% : resistente
ANIMAL

41, Hela® 25 L 2.5:1 90% : resist.

a) Christophe et al., 1981;
b) Helnhorst et al., 1990; (plco I de DEAE)
¢) 2immerman et al., 1980.

Lag DNA polimerasas mitocondriales de trigo y soya son totalmente
resistentes a una relacién de 1.2:1 de Iinhibidor; mlentras que la
enzima de mitocondrias de células Hela se lnhibe en solo un 10%
con una relaclén de 2.5:1.

Las DNA polimerasas cloroplésticas son tamblén altamente

registentes a afidicolina a una relacién inhibldor/sustrato entre
1.5:1 y 1.8:1 para esplnaca y soya respectivamente. )
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TABLA 5.5 Porcentaje de actividad de las DHA polimerasas
plastidica y cloroplasticas frenteo a la afidicolina.

TEJ I DO | CONC. pg/mi| RELACION % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL AFIDICOLINA| AFID.:dCIP) TIPO DE ENZIMA

PLASTIDIOS 63% 13

Maiz 50 0.5:1 resistente

CLOROPLASTOS

Soya” 20 1.8:1 [100% : resistente
Chicharo® no ind no ind. |100% : reslstente
Espinaca® 50.7 1.%:1 [100% : resistente
Jltomate? 40.6 no ind. | 97% : resistente

a) Helnhorst et al., 1990; {pico 1 de DEAE);
b) Mckown et al.,1984;

c) Sala et al., 1980; d4) Serra et al., 1590.
no ind.: dato no indicado en la referencia.

5.3.1.2, N-ETILMALEIMIDA (NEH)

Este reactivo es un inhibldor especifico de las DNA polimerasas II
¥y III en procariotes y de las DNA polimerasas «, 7y ¥y & en

eucarlotes. La DNA polimerasas 1 de E. coll y 8 de animales gon
resistentes.

sEsgte reactivo tiene la férmula molecular CeéHiNO2 y la estructura
quimica mostrada en la Figura 5.7:

CH2~CH3
NP

)

Fig. 5.7. Estructura quimlca de la
N-etilmaleimida (NEM). -
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Es un inhibldor gue actia bloqueando los grupos sulfhidrilo de la
proteinas. Dependlendo de la localizacién de dicho grupe dentro de
la secuencla aminocacidica y de la relevanciz del mismo dentro de
la activldad catalitica de la enzima serd el grado de inhiblciép

que é&sta presente copn NEM.

Las DNA pollmerasas organelares de malz fueron ensayadas en
presencia de NEM 10 mM, obtenléndose los resultades de la Fig.

5.8.

EFECTO DE N-ETHMAIEDMDA
DNA POLIMERASAS ORGANELARES

FRACCION ORGANELAR

PLASTIDICA KITOCONDRIAL

Fig. 5.8. EFECTO DE LA N-ETILMALEIMIDA SOHRE. LA ACTIVIDAD DE AMBAS
DNA POLIMERASAS ORGANELARES. Porcentale de actividad de las DNA
polirerasas plastidica y nitocondrial de maiz frente a una
concentracién de 10 mM de NEM a pH 7.6. El centrol sin inhibidor
se ensaya en presencia del dlsolvente (DMSO) (ver apartado

4.6.1.3).
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La Figura 5.8 wuestra que las DNA polimerasas plastidica y
mitocondrial presentan un comportamiento diferencial frente a este
inhibidor: waientram que la enzima mitocondrial es altamente
susceptible, la enzima plastidica presenta una mediana reasistencia
a NEM.

A la mlsma concentracién de NEM (10 uM) la enzlma plastidica es
activa en un 54%% 4 mientras que 1la enzlma mitocondrial es
altamente inhibida presentando sélo un 9. %l 0.7 de actividad.

Por otra parte, al comparar el comportamlento de distintas DNA
pollimerases organelares de otros vegetales y animales, se observa
que es similar en la gran mayoria {(ver Tabla 5.6).

iLas tres DNA polimerasas mltocendriales anilmales que se presentan
son altamente susceptibles ya que la NEM abate la actividad
enzimidtica casl por completo y en el caso especial de la enzima de
sinaptosohas neuronales de rata el efecto inhibftorio se observa a
concentraclones tan bajas de NEM de 2 mM, todas ellas a un pH de
entre 7 y 8., La DNA polimerasa mitocondrial de maf{z es taambién
altamente susceptible a la N-etllmalelmida.

Con respecto a las otras dos DNA pollmerasas mitocondriales
vegetales, &e observa que la de goya iamblén es altamente
susceptible, pero el gran contraste lo constituye la enzima de
trigo que a concentraclones tan altas como 12 mM, es altamente
reslstente.

Al comparar el comportamlento de la DNA pol. plastidica de maiz
cenh las DNA pol. cloroplasticas y cromopldsticas de otros
vegetales (Tabla 5.7) se obaserva que el porcentaje de actividad de
1a DNA polimerasa plastidica con NEM 10 mH (54%) es smy grande con
respecto al que presentan laz otras DNA polimerasas mencionadas en
las mismmas condiclones de pH y aun mas, dicho valor se encuentra
en el limite en el cual no se puede conslderar como una enzima
pertenecliente, de forma neta, a ninguno de los dos tipos de
enzimas: {(susceptibles y resistentes) pero en vista de que dicha
Jenzima conserva un gran porcentajle de su actlvidad en comparaclén
con las DNA pol. de cloroplastos de otros vegetales, en el
pregente trabajo se le considerard como una “MEDIANAMENTE
RESISTENTE A NEM". :

Las DNA polimerasas cloroplidsticas de soya, chicharo, esplnaca y
Jitomate son claramente susceptibles a NEM. A concentraclones tan
‘pajas “de "1 ‘EM, el porcenta’je de "actividad de 1las DNA pol.
cloroplastica de soya y Jlitomate es de solo el 26 y 19%
respectivamente y del 34X para la DNA pol. cromoplastica de
Jitomate, En el case de las DNA polimerasas cleropldstica de
esplnaca y la cromoplistica de jitomate, se observa una lnhibleldn
casi total & una concentracién tan baja de 2 wM de NEM con un
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TABLA 5.6. Porcentaje de actividad de Ias DNA
polimerasas mitocondriales frente a la N-etil-

maleimida.
TEJIDO CONC. % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL NEM oM TIPO DE ENZIMA
9.3% 0.7
Malz . 10 susceptible
Trige 2 -12 90% :resistente
chyah no ind. 0% :susceptlible
ANIMAL
Cél. Hela® 10 2% :susceptible
Hepatocitos
de rata® 10 6% :susceptlble
Sinaptosomas ’
neuronalss de
rata 2 1% :susceptible

a) Christophe et al., 1981

b} Helnhorst et al., 1990; (pico I de DEAE)
c) Bolden et al., 1977;

d) Hubscher et al., 1977

no ind.: dato no indicado en la referencla

porcentaje de actividad del 7% en ambos casos, en contraste con la
DNA polimerasa plastidica de mafz con un porcentaje de actividad
del 54% a 10 mM de NEM.

La mediana resistencia de la DNA polimerasa plastidica de maiz a

es semejante al comportamiento de la DNA polimerasa
mitocondrial de trigo frente al mlsmo reactivo (Tabla 5.6}; sin
embarge, en este caso Jla enzima mitocondrial de trigo es
totalmente resistente al reactivo en un rango de concentraclones
de 2-12 mM de NEM mientras que la plastidica de maiz es solamente
medlanamente resistente.
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TABLA 5.7, Porcentaje de actividad de las
DHA polimerasas plastidica y cloroplastica
frente a la N-etilmalelmida.

TEJIDO CONC. % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL NEM mM TIPO DE ENZIMA
542 4
Haiz 10 medianamente
resistente
Soya” 1 26% : susceptlble
Chlcharob no ind. no ind.: susceptible
Espinaca® 2 74 : susceptlble
Jitomate® 1 19% : susceptible
Gronoplastog 1 -2 34 - 7%
de Jitomate susceptlble

a) Heinhorst et al., 1990;

b} Mckown y Tewari, 1984;

c) Sala et al., 1980; d) Serra y Carrillo, 1990.
no Ind.: dato no Indicado en la referencia.

5.3.1.3 DIDESOXITIMIDINA TRIFGSFATO (ddTTP)

La didesoxitimidlpna-trifosfato (ddTTP), al igual que 1la
afidicolina, es un Inhlbidor competitive. Este reactivo complte
con el sustrato normal dTTP. Se ha reportado que en algunos casos
(Sala et al., 1982) el ddTTP se combina reverslblemente con el
‘centro activo de la enzima compitiendo por éste con el sustrato.
Pero en otros casos su inhiblcién es irreversible (Fukuda y
Komamine, 1981).

La velocidad de reacclén con un Inhibldor competitivo depende
estrictamente de las concentraciones relativas de sustrato e
inhibldor a una concentracién rlja de enzima.

En este caso, la unica diferencla estructural entre el inhibidor y
el sustrato es que el primero contiene un &tomo de H en el carbono
3' en vez de un grupo -OH como en el dTTP. La estructura del ddTTP

se observa en la Figura 5.9 y su férmula molecular es
C10K1703aN2Pa,
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Fig. 5.9. Estructura quimica de 1la
3'- didesoxitimidina trifosfato (ddTTP).

La Figura 5.10 muestra el comportamiento de ambas DNA polimerasas
organelares de maiz frente al ddTTP.

Ambas DNA polimerasas organelares son susceptibles a este
inhibldor a una relacién de 1:2 (ddTTP/dTIP) sin embargo, dentro
de su susceptibilidad, 1la DNA polimerasa plastidica es mas
resistente que la mitocondrial con un 36.7%> 3.4 de actlvldad. en
contraste con la DNA polimerasa mitocendrial con un 16. 22 6.2 a
esta misma concentraclén de ddTTP.

Al comparar el comportamiento de las DNA pollimerasas organelares
de maiz con el de otras DNA polimerasas de tejldos animales y
vegetales, se observa lo sigulente:

La DNA polimerasa mitocondrial de soya es altamente resistente a
este reactivo (ver Tabla S5.8): esta enzima soporta, con uns
actividad del 85-75%, una relaclén equimolar de JdTTP:dTIP y es
mis, & una relacién de 10:1 su actividad se conserva del 50 al
30%.. Por su parte, la enzima de trigoe conserva su actividad en un
45% en un rango de 0.5:1 -~ 1:1; esta enzima es mis resistente que
la de maiz pero entra en el grupo de enzlmas susceptlbles.

En contraste con lo anterior, la enzima de maliz presenta una
actividad del 16.2%% 6.2 a una relacién tan pequefia de 0.5:1.

La DNA polimerasa mitocondrial de maiz presenta un comportamiento
frente a la ddTTP similar 2l de las DNA polimerasas de su
contraparte animal: tanto las primeras como las segundas muestran
ser mwis spusceptibles a este inhibidor que las DNA polimerasas
mitocondriales de trigo y soya.
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EFECTO DE ddTTP
DNA POLIMERASAS ORGANELARES

PORCENTAJE DE ACTIVIDAD

FRACCION ORGANELAR

PLASTIDICA MITOCONDRIAL

Fig. 5.10. EFECTO DE LA 2'-3' DIDESOXITIMIDINA TRIFOSFATO (d4dTTP)
SOBRE LA ACTIVIDAD DE AMBAS DNA POLIMERASAS ORGANELARES.
Porcentaje de actividad de 1las DNA polimerasas plastidica vy
mitocondrial de maiz frente a una concentracién de 3.12 x 100 M
de ddTTP (relacién 0.5:1 ddTTP/dTIP). El control al 100% sin
inhibidor se ensaya en presencia del disolvente (agua destilada)
{ver técnica en al apartado 4.6.1.2). !

Por su parte, las DNA polimerasas cloroplasticas de tejidos
diferentes al maiz muestran, a su vez, una gran resistencia a
dicho reactivo al 1gual que algunas DNA polimerasas mitocondriales
vegetales. En el case de la enzima cloropléstica de soya, al lgual
que la DNA pollimerasa mitocondrial del mlsmo vegetal, resiste con
un S50-30% de actividad una relacién de ddTTP:dTTP tan alta de
10:1. Las DNA polimerasas de esplnaca y Jitomate reslesten una
relacién equimolar de este inhibidor (ver Tabla 5.9).
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TABLA 5,8.

Porcentajs de actividad de las DHA polimerasas
mitccondriales vegetales y animales frente a la 4d1TP

TEJIDOQ CONC. M RELACION % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL d4TTP 4dTTP ¢+ QtTP TIPG DE ENZIMA
Matz 3.12 x107% o0.5:1 16.2° 6 :susceptibie
Trigo® 5 x 1075 1:2 ~ 1:1 | 45% :susceptible
St:’ya.:l 3,3-33 x 10-5 1:1 y 10:1 B5-7%% ¢ S0~30%

resistente
ANIMAL
Cél. HeLa® 3 x 107° 3:1 20% : susceptible
ddCTP : JdCTP
a) Christophe et al., 1981;
t) Helnhorst et al., 1990; {plco I de DEAE)}

c¢) Zimnerman et al.,

1980,

La causa de la gran cdisimilitud en el comportamiento de.las DNA
polimerasas organelares de maiz frente a la ddTIP en comparacién
con el de otros vegetales asi como la gran similltud que presentan
lag primeras con las DNA polimerasas animales, es aun desconocida.

TABLA 5.9. Porcentaje de actividad de las DNA polimorasas
plasticdica, cloroplinticas y cromoplastica frente a la AdTTP
TEJIDO | CoNC, M RELACION % DE ACTIVIDAD:
VEGETAL ddTIP d4TTP : diTP TIPO DE ENZIMA
Maiz 3.12 x 1078 0.5 : 1 |36.7% 3: sumceptible
Espinaca® 1 x 1074 1:1 no ind: resistente
Soya® 3.3-33 % 107°} 1:1 - 10:1 85-75% y 50-30%
-5 resistente
Jitomate® § % 10 111 no §nd: resistente
a} Sala et al., 1980

b) Helnhorst et af., 1990

e) Serra y Carrillo,
no ind: dato no indicado en la referencia
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$.3.2. ACTIVIDAD CON TEMPLADOS (NATURAL Y ARTIFICIAL)
Y CATION DIVALENTE

El ensayo de actividad enzlmatica de DNA pollmerasa frente a
diferentes templados es una herramienta Importante en la
caracterlzacién de los distintos tipos de las mlismas.

En el presente trabajo se reallzé la caracterlzaclédn parcial de
ambas 'DNA polimerasas organelares frente a dos distintos
templados: DNA activado y polirA-oligodT. A su vez, para cada
templado fueron utlillizados ambos cationes divalentes, magnesio y
manganeso, a una sola concentracién (12 md y 0.1 mM
respectivamente) de sus sales de cloruro correspondlientes.

En el presente trabajo fue de gran utllidad el ensayo con el RNA
templado - DNA primer {(polirA-oligedT) en la caracterizacién de
ambas DNA polimerasas organelares ya que, de acuerdo a la
hipétesis de trabaje, si las enzimas estudliadas pregentaban una
activldad preferencial frente a dicho templado, seria un punto a
favor de su clasificacién como enzimas de tipo 7.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacién:
TABLA 5.10. Porcentaje de actividad enzimitica de

las DNA polimerasas organeclares freg!.e alzDNA activado
¥ ¢l polirA-oligedT con Mg~ y Mn

‘TEMPLADO/ORGANELO | MITOCONDRIAS PLASTIDIOS
DHA ACTIVADO Mg?*| too 100
Mn®*{ o 0
POLIrA-OLIGOAT Mg®'| o
an;

‘Segin se muestra en la Tabla 5.10 ambas DNA polimerasas
corganelares de maiz presentan una clara preferencia por el DNA
activado versus polirA-oligodl, ademias de ser absolutamente mis
activas con el primero en presencla de Mg ‘.

A continuacién se presentan tres cuadros que comparan el

porcentaje de utilizacién de ambos templadcs entre las distintas
DNA polimerasas organelares de fuentes vegetal y animal.
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5.3.2.1 DNA ACTIVADO VERSUS POLIrA-OLIGOAT

En el caso de las DNA polimerasas mitocondriales vegetales {Tabla
$.11) se tlene lo slgulente:

Las tres DNA pollmerasas mitocondriales de trlgo, soya y maiz
utilizan DNA activado pero, mientras que %;as doszPrlmeras pueden
hacerlo en presencla de ambos cationes Mg® y Mn",, la enzima de
maiz solamente lo utiliza con HEg™ , ya que con Mn™ Jla enzima se
inactiva.

Con respecto a las preferenclas de templado, trigo y maiz utillizan
mas eficilentemente DNA activado que polirA-oligodT; el primero con
ambos cationes y el segundo sélo es activo con Mg“'. Contrasta la
enzima de soya que preé“lere polirA-oligodT al DNA actlvado pero
s6lo en presencla de ¥n® .

TABLA 5.11. Porcentajs de actividad de las DNA
polimerasas mitocondriales vegetales frgpte al
DNA activado y el polirA-oligodT con Mg~ y Hn *

DNA ACTIVADO PolirA=~01igodT
VEGETAL 532‘ ano Mgz’ ano
TRIGO" a0  29.2 0 10.8
SoYA® 74 17 0 100
MALZ® 100 ] 0 0.

») Los datos de trlgg se dan con respecto al 1004
de polldA-oligedT M’ (Christophe et al., 1981)
v) Heinhorst et al., 1990; (pico 1 de DEAE)

<y Datos del presente trabajo

Por su parte, todas las DNA polimerasas mitocondriales anlmales
{Tabla S.12) utlyzan activamante DNA activade pero sélo en
presencla de Mn'-. sin embargo, tedas prelleren utllizar
polirA-oligedT al primero.

Las DNA polimerasas mitocondriales anlmaleg no utliizan
eficlentemente ninglin templado en presencia de Mg®'.

Finalmente,  l1a Tabla- 5.13 muestra que todas 1las enzimas
cloropldsticas, con excepcién de la de esplnaca, utilizan DNA
activado: las enzimas de soya y chicharo rqg'est.ran una actividad
mayor con dicho templado en presencla de Mg~ que con ; eén el
caso del maiz es capaz %e‘ utilizarlo solamente con Hg' pues la
enzima es lnactiva con Mn™.
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En el caso del polirA-oligedT, solamente lo utilizan las enzimas
cloroplasticas de soya y espinaca en presencia de Mn®, mientras
que las enzimas de chicharo y maiz son totalmente inactlivas con
este templado en presencia de ambos catlones.

Tabla 5.12., Porcentaje de actividad de las DNA
polimerasas mitocondriales animales fren%g al DNA

DHA activado y el polirA-oligodT con Mn~ (@)
DNA ACTIVADO PolirA-01igodT
TEJIDO Mn2* ano
cl-'im.k. 100 446
HEPATOCITOS
e o 100 265
SINAPTOSOMAS
DE RATA® 100 515
a) Zimmerman et al., 1980 # Ninguna DNA polimerasa
b) Bolden et al., 1977 mltocong§1a1 animal es activa
c) Hubscher et al., 1977 con Mg

TABLA 5.13. Porcentaje de actividad de las DNA
polimerasas cloroplisticas y p!astldicas‘ granle gl
DNA activado y el polirA-oligodT con Mg®® y Mn**

DNA ACTIVADO PolirA-01igodT
VEGETAL ngv Mn* MSZ‘ Mn?*
SOYAP 48/70° 14720 171 100
ESPINACA® | o.5 0 nd 100
CHICHARO® 100 20 1 4]
matz’ 100 0 0 o
a) Solamente la enzima de maiz

b) Helnhorst et al., 1990;

¢) Valores de actividad de ambos picos,
- . 1 y II respectivamente.

d) Sala et al., 1980

¢} Mckown y Tewarli, 1984

£) Datos del presente trabalje

104



55 PURIFICACION ENZIMATICA

Una vez establecidas las técenlcas de solubllizacién de ambas DNA
polimerasas, se procedi6é a purificarlas a través de una columna
cromatogriafica empacada con una resina de fntercamblo iénico
{DEAE-celulaosa).

Investigaclones anterliores reallzadas en el laboratorio del ODr,
Jorge Vazquez, lograren la separaclén de tres picos de actlvidad
de DNA polimerasa del extracto total de embriones de maiz, por lo
que en el presente trabajo se consideré que esta columna ofreceria
una buena resolucién de las diferentes actlvidades enzimaticas de
las DNA polimerasas organelares,

Ademds, la columna de DEAE-celulosa forma parte de muchos de los
esquemas elaborados de puriflicacién de DNA poalimerasas organelares
de otras fuentes vegetales y animales, constituyende é&sta, el
primer pasc de purificacién por calumna (Helnhorst et al ., 1990;
Sala et al., 1980; McKown y Tewari, 1984; Castrovieje et al,,
1979; Bolden et al., 1977., Hubgcher et afl,, 1977}.

Los resultados obtenldos se muestran en la Tabla 5.14 Las
graficas de purificaclén de las fracclones mitocondrial vy
plastidica se muestran en las Figuras 5.11 y 5.12.

TABLA 5.14 Cuadro de purificacién de lag DNA polimerasas
organelares de maiz a través de una columna de DEAE-celulosa

Fraccidn CPY/pug. prot.) mgrall Yeces de ::::t; Elucioén
prot. purif, (%)
EXTRACTO CRUDO 33.3 4,5 1.0 100 -
HMITOCONDRIAS Pico 0.70 2.1 1.7
1 7.4 |o.20]| 58 1.3 | 6565 =M
XX 195 300-302 wM
PLASTIDIOS 672.2 0.12 20.2 2.7 135 =M
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A) FRACCION MITOCONDRIAL

La Figura 5.11 muestra el perfil de actividad y de proteina
obtenido de la fraccién mitocondrial.

Se separaron dos picos de actividad de DNA polimerasa de la
fracelén mitocondrial: wun primer pico en las primeras fracclones
del gradlente en aproximadamente 65 mM de K2HPO4 con una actividad
especifica de 71.4 cpn/jug prot. El segundo pico de actividad eluye
a una concentracién de Xa2iPO« en aproximadamente 300 mM con una
actividad especifica de 195 cpm/ug prot.

~

T
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-
T

Protelna (mg/mi} (o)
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T
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T T

10 20 0 P 5o
NUMERO DE FRACCION

Fig. 5.11. PERFIL CRONATOGRAFICO DE LA FRACCION MITOCONDRIAL A
TRAVES DE UNA RESINA DE INTERCAMBIO IGHICO.



La Tabla 5.15 es un cuadro comparativo del comportamlento de las
distintas DNA polimerasas mitocondriamles vegetales y animales a
través de una columna de DEAE-celulosa.

TABLA 5.15.

Cuadro comparativo

del

compartamiento cromatogrifico de las DNA

prlimerasas mitocondriales vegetales y animales

a través de DEAE-celulosa como primera resina

TEJIDO ELUCION VECES DE
VECETAL PURIFICACION
Soya® 140 ®M NaCl a8
Triga® 300 mM KeHPO«| no ind.

ANIMAL

Higado rata® 100-150 mM 1.6

Hera® 150 mM K2HPOs 16.2

Slnaptogomas

de rata 120 =M K2HPOs 4.3

a) Helnhorst et al., 1990; b} Castrovielo et al., 1979
¢) Bolden et al., 1977; 4) Hubscher et al., 1977.
no ind. = dato no lndicado en la referencia

La concentraclidén sallna de elucién del primer plco de actividad de
mitocondrias de malz es menor que la concentraclén salina de
elucién de las enzimas nostradas en la Tabla 5.16. Las DNA
polimerasas vegetales y animales -exceptuando la de trigo- eluyen
en un promedlo general de 134 mM de sal. Por su parte, el segundo
plco de actividad de mitocondrias de malz eluye a una
concentraclén salina idéntlca a la reportada para el de la enzima
de trige: 300 mM, una alta concentracion salina.

El promedio de puriflcacién de las DNA polimerasas mitocondriales
vegetales  y animales a través de DEAE-celulcsa es de 3.2
{exceptuando las veces de purificaclén de la enpzima de células
Hela cuya purlificacidn es de 16.2 veces) por lo que ep el caso del
maiz las veces de purlffcaclén para el primer pico del extracto
mltocondrial estd cerca del promedlo (2.1), mientras que el
segundo pico muestra una mayor purificacién.
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5.5.2. FRACCION PLASTIDICA

La actividad de DNA polimerasa plastidica eluyé en un Gnicoe plcoe
con actividad significativa a una concentraclén de aproximadamente

135 mM de KzHPOa con una actividad especifica de 672.2 cpm/ug
prot. Fig. 5.12.

0.3~ = 48t~

* 6.4
- &
< a
% 0.2}~ ¥ wh lo.s x
3 4
3 -
- i g
&
: ¢ at]
foal geb

g 0.3

E i : [

0 20 30 0

NUMERO DE FRACCION

Fig. 5.12. PERFIL CROMATOGRAFICO DE LA FRACCION PLASTIDICA A
TRAVES DE UNA RESINA DE INTERCANBIO IONICO.
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Al comparar el comportamiento de la fraccién plastidica en
DEAE-celulosa con el de extractos de otros vegetales, se observa
lo sigulente (Tabla 5.16).

TABLA 5.16. Comparacién del comportamiento
cromatografico de las DNA polimerasas
cloropliasticas a través de DEAE-celulosa como
primera resina

TEJIDQ ELUCION VECES DE PURIF.
Soya® Pico I 140 mM NaCl 5.4
Pico II 250 mM NaCl 54,2
Espinacah 200 mM KHPOs 3.5
Chicharo® 350 mM KHFOs 4.0

a) Heinhorst et al., 19%50;
b) Sala et al., 1980;
c) Mckown y Tewar}, 1984.

El rango de concentracién salina en el cual eluyen las tres DNA
polimerasas cloroplédsticas purificadas hasta la fecha (soya,
esplnaca y chichare) a través de una resina de DEAE-celulosa, es
entre 140 y 350 mM.

La actlividad eluida en el plco de actividad se purlficé 20.2 veces
con respecto al extracto crudo.

Sin embargo, uno de los mayores problemas en la puriflicacién es la
baja proteina plastidica que se¢ logra aislar de los efes
embricnarios. En el mayor pico de actividad se detecté wuna
concentraciéon de 0.12 mg/ml de proteinas.

Desafortunadamente, el perfil de proteinas de 1la fraccién
plastidica no fue 6ptimo ya que el lavado de la resina no fue
suflclente para eluir el plco de proteinas que se desea eliminar.
Investigacliones posteriores deberdn establecer las condiclones
optimas de corrida cromatografica tal que favorezcan la
eliminacién de las proteinas contamlnantes con el fin de lograr
una mayor purificacién del pico de DNA polimerasa plastidlea,
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6 DISCUSION

6.1 ACTIVIDAD DE LAS DNA POLINERASAS MITOCONDRIAL ¥ PLASTIDICA
PURANTE LAS FPRIMEHAS HORAS DE LA GERMINACION DEL MAlZ

Al cuantlficar el grado de actividad de DNA polimerasa en la
fraccién plastidica-mltocondrial en varlos tiempos de germinacion
en el periodo de 3 a 24 h, se detectd actlvidad enzimstica desde
tieppos mwuy tempranos (3 h}. Esta actividad se incrementa

linealmente y de forma paralela al avance de la germinacién hasta
las 24 h (Fig. 5.1}.

Estos resultados colnclden con lo encontrado en algunas otras
investigaciones que afirman que 1la sintesis del DNA organelar
comienza desde tlempos muy tempranos de la germlnacién -de forma
paralela a ia sintesis reparativa del DNA nuclear- (Zlatanova et
al., 1987; Zarain et al., 1987). Ademis, colinciden con lo obtenldo
por Ortega (1988} en su estudio reallzado en ejes embrionarios de
maliz, quien comprobé por autoradiografia que existe incorporacién
de marca especifica al DNA organelar desde tiempos tempranos de la
germinacién {6 h), constituyendo ésta, una prueba indirecta de la
sintesis del DNA organelar fn vivo.

Al menos para el caso de cloroplastos, se pueden considerar dos
procesos generales en los que participa l!a sintesis repllcativa
del DNA. Unc de ellos es el implicado en la multiplicacién del
nimero de moléculas de DNA dentro de cada organelo, y el segundo
en el proceso de blogénesis de nuevos organelos.

El primero se realiza con el objJetivo de dotar a cada uno de los
cloropliastos con el nimero de gencomas correspondientes a las de un
organelo maduro (Kuroilwa et al., 1981) y el segundo con el de
duplicar el nimero total de moléculas de DNA que serén repartidas
entre los organelos nascientes gue, a su vez, pasarin a formar
parte de las nuevas células originadas por biparticién.

Se ha reportado que en el caso de cloroplastos de maiz (Kuroiwa et
al., 1981), la multiplicacién del genoma organelar se prolonga a
todo lo largo del tlempo que requleren los organelos para alcanzar
su completa wmadurez funcional (aparentemente, solamente los
cloroplastos maduros poseen el miximo nimero de moléculas de DNA
en comparacién con las estructuras organelares ain inmaduras gque

les precedieron en el proceso de su maduracién) (Kurolwa et al.,
1$81; Bradbeer, 1981).
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A su vez, la formaclén de los organelos completamente maduros se
logra después de un complej]o proceso de desarrollo que toma varlos
dias, paralelamente al crecimiento y proliferacién de las células
del tejldo embriocnarlo vegetal (Xuroiwa et al., 1981),

En el caso del desarrollo mitocondrial, no existe wmucha
informaciébn acerca de la variacién del nimers de moléculas de DNA
durante su maduracién en el tejido embrionario, pero es probable
que, dadas la gran similitud entre ambos organelos en algunos
aspectos b&slcos de la biogénesis cloroplastica y mitocondrial
(Alberts, 1983), es probable que el DNA mitocondrial siga un
proceso similar al del DNA plastidico dentro del tejido
embrionario mostrando, por lo tanto, procesos de replicacién de
DNA 1implicados en dos distintos fenémencs organelares: la madurez
'y la biogénesis organelar.

Es posible explicar log resultados obtenidos con base en los
procesos menclionados, por lo cual es de esperar que desde las
primeras horas de la germinacién exista sintesls de DNA la que, al
menos en parte, podria considerarse como un tipo de sintesis
replicativa que forma parte de los procesos de madurez y
blogénesis organelar. Ambos se podrian estar llevando a cabo
simultineamente ya que se sabe que la sintesis del DNA organelar
se puede realizar en cualqulier momento del ciclo celular (Alberts,
1983).

En este agpecto se ha coincidido con lo que Ortega, (1988),
ha propuesto acerca de la probable sintesis replicativa del DNA
organelar durante las primeras horas de la germinacién dado que
desde perfodos de tlempo cortos de germinaclén, es posible
detectar una Incorporacién especifica de marca radioactiva al DNA
de plastidios y mitocondrlas.

6.2 TECNICAS DE AISLAMIENTC ORGANELAR Y SOLUBILIZACION DE LAS DNA
POLIMERASAS ORGANELARES

En el egtablecimiento de las técnicas de alslamiento
organelar, uno de los puntos claves a conslderar -con el objetlivo
de lograr un buen grado de conflabilidad a los resultados
obtenidos—- lo constituyé la eliminacién completa de los nicleos
celulares. Lo anterlor es explicable por el hecho de que la
eliminaclén incompleta de 1los nucleos darfa lugar a una
contaminaclén importante de las fraccicnes organelares con la
actividad de DNA polimerasa nuclear, lo cual, muy probablemente,
llevaria a errores graves de caracterlzaclén.

Se procedidé entonces a la evaluaclén de varias condiciones de
alislamiento nuclear por centrifugacidn, cuantificando en cada una
la concentracién de DNA y la actividad de DNA polimerasa en el
botén nuclear que ofrecia cada técnlica.
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La técnlica establecida se evalud con base en las observaclanes
hechas al microscoplo éptico de algunos frotis de la suspensién
plastidica-mltocondrial (sobrenadante 1, esquema A] tefildos con
azul de metlleno.

Se recorrieron alrededer de 10 campos al microscople é6ptico y en
ninguno se observaron ndcleos celulares ni células completas por
lo que se considerd que las condiciones del alslamlento nuclear
establecldas eran las mias adecuadas.

Por otra parte, en el caso del alslamiento de plastidios se
observé con sorpresa gque al utilizar una menor velocidad (1900 g)
que la reportada por Ortega, (1988), {5900 g), la actividad de DNA
polimerasa del extracto plastidico era mayor. Lo anterior se
atribuyé al hecho de que, con la apllcaclén de una menor velocldad
en el alslamiento organelar, se arrastran menos contaminantes
potenclalmente factores inhibitorlos de la actividad de la DNA
polimerasa plastidica.

A pesar de que la adopclén de una ténica de alslamiento organelar
que aplicara una wmenor velocldad de centrifugacién significara
correr el riesgo de cobtener un rendimiento proteice lnferlor, se
prefirié ésta por la ventaja que ofrecita de proporclonar wuna
fracclén plastidica mas limpla. Lo anterior favoreceria, por una
parte, la deteccidn de una actividad enzlmitica especifica mayar,
agl como la posibllidad de lievar a cabe una caracterizacldn
enzimdtica mds conflable.

En el caso de las mitocondrias, la velocidad utllizada en su
alsglamiento fue la reportada por Ortega, (1988), y, en general, no
presenté grandes desventajas., Sln embargo, al comparar las veces
de purificacién logradas en el caso de plastidios, se observa que
es varlas veces mayor due para el caso de mitocondrias, por lo que
queda la posibllidad de aplicar grandes mejorias a las técnicas de
aislamiento mitocondrial que hagan posible e) aumento en la pureza
de la DNA polimerasa correspondiente.

Considero que las condiclones técnlcas en las que se realiz2b la
purlficaciétn organelar a través de un gradicnte de sacarosa,
habria que optimlzarlas con el fin de elimilnar cualquler factor
inhibiteric gue muy probablemente esté presente en la fracclédn
mitocondrial. A este respecto es de menclonar que, al igual que en
el caso del extracto mezcla —-cuya actividad de DNA polimerasa se
ve incrementada al diluir el concentrade inicial-, la fracelén
mitocondrial presentd un efecto simllar ya que en ésta tamblén se
detectd una mayor actividad de DNA polimerasa en las diluclones
1:2 y 1:4 con respecto a la detectada en la fraccién no dilulda,
lo cual puede ser considerado comp una evidencla mis del efecto
negativo gque pudieran estar ejerclendo clertos contamlnantes
presentes en las fracciones organelares impuras sobre la actividad
de la DNA polimerasa mitocondrial.
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De forma paralela al trabajo experimental reallzade en ejes
embrionarios, se intent$, en breve, hacer una evaluacién de la
eficlencla del trabajo en este tejido en comparaciém con la que se
podia obtener de tejldo foliar. Se procedié entonces a aplicar las
mismas técnlcas establecidas pero ahora en hojas de maiz-y se
cuantificéd la actividad de DNA polimerasa organelar y la cantidad
de proteina aislada (resultades no mostrados).

la fuente enzimitica fueron hojas de maiz de 10 dias de crecidas,
de las cuales se alslaron diferencialmente niecleos, mitocondrias y
cloroplastos que, posteriormente, fueron purificados a través de
los mismos gradientes de sacarosa utilizados para los organelos de
eles embrionarios.

. Anterlormente en el laboratorlo del Dr. Jorge Vazquez, se habia
intentado la purificacién de la DNA polimerasa de extracto total
de hola de maiz sin obtener resultados positivos ya que Coello,
{1989), reporté la probable existencia de algun lnhibidor de la
DNA polimerasa presente en dicho extracto follar lo que llevéd
nuevamente al manejo de los ejes embrionarios, que, a pesar del
baje rendimlento proteico que ofrecen, si es posible detectar una
alta actividad de DNA polimerasa en el extracto total.

En los resultados obtenldos al cuantificar la actlvidad de DNA
polimerasa en los distintos organelos de hojJa, se observé con
sorpresa un grado significativo de actividad especifica de DNA
polimerasa en las fracclones cloroplastica, mitocondrial y nuclear
con  valores de cuentas por minuto de 818, 1444 y 4539
respectivamente (se utilizaron alicuotas de 20 ul de las
fracclones obtenidas a partir de 2 g de hojas).

Fue interesante comprobar que si es posible detectar wuna
significativa actividad de DNA polimerasa en las fracclones
organelares alsladas de tejldo follar.

Estos primeros Indicios de actividad de DNA polimerasa detectable
en hojas de maiz, abren la posibilidad para buscar nuevas
alternativas en la investigaclén de las DNA polimerasas
organelares de maiz. Es posible que sl se logra adaptar una
técnica de alslamiento y purificacidn organelar de fuente follar,
la actividad de la DNA polimerasa sea detectada en un mayor grado
que el hasta ahora detectado. Es probable que los factores
inhibiltorlos que se supone estan presentes en el extracto total de
ho ja. pudieran ser eliminados al aplicar técnicas de
fracclonamlento celular y de purlflcacién organelar que ofrezcan
fraccliones protelcas mis puras.

De ser posible lo anterlor, la utllizaciéon de hojas de maiz como
fuente de enzima ofreceria la gran ventaja de ser un tejido de mas
fécll adquisicién que los proplos de ejes embrionarios y se
solucionaria en gran parte el problema de la disponibilidad de
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tejido que, como es blen sabido, constituye uno de los aspectos
claves en las investigaciones de purificacién enzimitica.

6.3 RUPTURA ORGANELAR Y SOLUBILIZACICN DE LAS DNA POLIMERASAS
PLASTIDICA Y MITOCONDRIAL

La caracterlzacién con inhibldores reallzada en organelos
completos ofrecfa resultados de ensayo poco reproduclibles por 1lo
que se considerd la necegidad de extraer la enzima a la fracclén
goluble.

Las cuatro primeras técnicas de ruptura organelar no ofrecieron
los resultados esperados, ya que gran parte de la actividad de DNA
polimerasa era Iinvarlablemente arrastrada al botén organelar. Esto
llevé a la bisqueda de un método alternativo de soclubilizaclén.

Se adapté entonces la técnlca reportada por Echeverria et al.,
(1991), quien establecidé una técnlca para el aislamiento de un
complejo de mitoccndrias de trigo formado per vesiculas
membranosas, proteinas de replicacién y transcripelén y acidos
nucleicos sometiendo a la fraccién de 1lisis mitocondrlal a un
gradlente discontinuo de sacarosa.

En reportes anterlores se habia mencionado la probable
localizaclén de la DNA polimerasa mitocondrial en la matriz
organelar. Esta suposlcién habla surgido a partir de observaclones
experimentales como la que a continuaclén se describe: en el caso
de mitocondrias de trigo (Christophe et al., 1981) se observd la
necesidad de someter a dlchos organelos a un doble ‘tratamlento con
digitonina y sonlcacién, puesto que el tratamlento simple con
dicho detergente -que provoca 1la eliminacién de la membrana
externa del organelo- no llbera la actividad de la DNA polimerasa
a la fraccién soluble. Lo anterlor torna indispensable 1la
aplicacién de un tratamiento adicional con sonicaclén que permite
la solubllizacién de la enzima. Dado lo anterlor, diche auter
supuso que la DNA polimerasa mitocondrial de trigo se encuentra en
el interior del organelo, probablemente en la matriz soluble.

De manera similar, Bertazzonl et al., (1977}, afirma que la DNA
polimerasa mitocondrial de embriones de pollo "parece estar
asociada con la membrana interna o a la matriz de este organelo";
después de haber aplicado el mismo procedimiento experimental que
describe Christophe et al., (1981).

En el caso concreto de ambas DNA polimerasas organelares de maiz,
las evldenclas experimentales apuntan hacla la probable exlstencia
de una intima asociacién entre dichas enzimas y el DNA organelar
¥, a su vez, hacla una estrecha relacién estructural entre el DNA
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¥ las membranas organeiares. Y es probable que en mitocondrias de
xaiz, al fgual que en trigo, también exista un complejo DNA

polimerasa~DNA-membrana organelar como el descrito por Echeverria
et al., (1991).

S1 el esquema anterior fuera aplicable al maiz, seria ampliamente
explicable el arrastire de Ia actividad de DNA polimerasa organeiar
hacia las membranas plastidicas y mitocondriales ain después de

haber sometido a las organelos a tratamiento de lisis econ Tritén
¥-100 y sonlcacién.

Por otra parte, consldero que la pequefia cantidad de actividad de
DNA polimerasa que se libera a la fracclén soluble puede ser
producte de la agitacién vigorosa con detergente a la que se
, someten los organelos, la cual prevoca una separacién parcial de
ambas DNA polimerasaz de las membranas organelares.

Con respectoc a la interaccién de la DNA polimerasa con los scidos
nucleicss, se ha reportado que en el casc de la DNA polimerasa
cloroplastica de chicharo (Mckown y Tewarl, 1983} es posible
eliminar a los 4&cldos nuclelcos de la fracclén organelar
haciéndola pasar a través de una resina de intercamblo $énico
(DEAE~celulesa) ¥, en otros cases, después del tratamiento de la

fraccién de 11sis organelar con una soluclén de alta fuerza i6nica
(Bolden et al., 1977; Hubscher et al., 1577).

Asi pues, pareclera existir un parangén entre el papel funclonal
de las membranas en la replicacién del DNA bactertano y la

replicaclén del DNA cloropldstico y amitocondrial de células
eucariotas (Echeverria et al., 1991},

Algunas otras evidenclas est&n dadas por el hecho de que, 1la
precipitacién del DNA organelar con protamina, arrastra, & st vez,
1a actividad de DNA polimerasa sin que la protamina en si, no

presente un efecto negativo sobre la actividad de DNA polimerasa
{resultados na mostradas).

La probable estrecha interaccién entre las DNA  polimerasas
organelares con sus respectivas moléculas de DNA se observé al
ensayar la actividad de DNA polimerasa en las fracclones
organelares intactas en ausencia de DNA exdgeno (DNA activade); lo
cual pudiera ser una prueba de que Jdn vive esta relacién
estructural entre la enzima y su sustrate tilene importancia
funcional. El mlsmo hecho se ha descrite para el caso de la DNA
polimerasa cloropléstica de chichare {(Mckown y Tewarli, 1984); de
heche, tal gera la actividad que la ONA polimerasa cloroplistica
de chicharo presenta con el genoma endégeno que los autores
describen una técnica de ellminaclién del genoma cloroplastico con

el fin de evitar las posibles interferenclas del mismo durante el
ensaya de sintesls de DNA In vitro.
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En lo que respecta a la probable Interaccién del DNA plastidico y
mitocondrial con las membranas organelares correspondlentes, es de
hacerse notar que durante el ensayc de cuantificaciéon del DNA
organelar, principalmente en el extiracto de organelos intactos, se
observa frecuentemente 1la formacién de miltlples particulas
membranosas que adquieren el color azul caracteristico del
complejo formado entre el DNA y la difenilamina. Es probable que
estas particulas membranosas reaccionen con la difenilamina debldo
a la presencla de moléculas de DNA anclado a las membranas, el
cual haya reslstido, de alguna forma, el tratamlento acldo y, por
lo mismo, mo se liberan a la fracclén soluble.

Finalmente, habria que considerar 1o que Echeverria et al.,
(1991},  apuntan al afirmar que “este complejo hace pensar en la
importancia de 1la membrana mitocondrial como elemento de la
maquinaria de replicaclén del DNA, de la misma forma que se ha
comprobado en bacterlas”,

Considero que uno de los motivos principales por los cuales las
investigaciones en torno de las DNA polimerasas organelares, en
general, no requleran de la aplicacién de un tratamento tan fino
de una digestién especifica de los acidos nuclelcos para lograr la
solubllizacién de 1a DNA pollmerasa, es el hecho de que disponen
de una gran cantlidad de tejido como fuente enzimitica; de esta
forma, el bajo rendimiento protelco obtenido medlante las técnicas
de solubilizaciédn mencionadas, se ve contrarrestada por la gran
cantidad de telido anlmal o vegetal del que se parte.

En el caso concreto de embriones de maiz, no es posible
contrarrestar el baje rendimlento protelce ya que, en general, se
parte de una cantidad de tejido mucho menor que el utilizado de
fuentes vegetales adultos o embriones animales.
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6.4 DNA CGMO MARCADOR ORGANELAR

En el curso del establecimlente de la mejor técnica de
alslamiento organclar, la detecclén del DNA constlituyd una util
herramienta en la evaluaclén de las mlsmas.

El marcador organelar que se requeria, segin los objetlvos de la
presente investigacién, era una molécula cuya deteccién
garantizara la presencla de los organelos de interés. En el caso
concreto de plastidios y mitocondrlas, una vez que se hubieron
eliminado los nticleos del homogenado celular, la molécula de DNA
se convirtié en el marcador especiflco de dichos organelos.

Sin embargo, en la eleccién de un buen marcader organeiar, no es
-guficlente considerar ¢l Unico criterio de que la molécula
gelacclionada sea especifica para dichos organelos, Quail (1979),
apunta que, en el curso del establecimlento de las téecnicas de
alslamiente organclar es importante elegir un marcador organelar
que, ademis de constitulr una prueba Iindlrecta de la virtual
presencia de los organelos que la contlenen, tamblén garantice la
existencla de los mismos en un alto grado de integridad
estructural; es decir, constituird, a su vez, un importante
parémetro en la evaluaclén de la eficiencla de las técnlcas
utillizadas: una técnica que favorece la preservaclén de la
estructura organelar en el curso del fraccionamlento celular, es
una técnica que ofrece un alto rendimiento.

En este sentido, si el marcador organelar selcclonado ha de
satisfacer los criterios arriba menclonados, ademds de encontrarse
de manera exclusiva en los organelos estudiados, debe ser una
molécula soluble que facilmente se libere al medio externo al
ocurrir la ruptura organelar, de tal forma que su detecclidén en la
fraccién soluble constituya un pardmetro indirecto de que los
organelos han sufrldo una drastlca alteraclén estructural.

En el caso concreto del DNA como marcador de plastidlos y
mitocondrias, el hecho de que esta molécula se encuentre, seguin
las observaclones del presente trabajo, unida a la membrana
‘interna y no a la matriz soluble de ambos organelos, conlleva a
clertas reconslderaciones en torno a la convenlencla de haberle
selecclonado como molécula marcadora. Satisface por completo el
primer requerimiento de garantizar la presencla de ambos organecles
mas ho de la misma forma en torno a la evaluaclén del rendimiento
organelar de las técnlcas empleadas.

La determinacién de su concentracién en las fracelones
organelares condujeron a la elecclén de ciertas técnlcas de
alslamiento oganelar con base en el criterlo de que, a mayor
concentractén de DNA, mayor rendimiento en el alslamiento
organelar. Sln embargo, por el hecho de ser una molécula que es
frecuentemente arrastrada con las membranas organelares y no una
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molécula que se libere al medio soluble en la fracclén de lisls
organelar, 1implica que su deteccién no puede ser un parametro
confiable del grado de eficiencla de las técnicas de aislamiento
organelar.

Investigaciones mds rigurosas de alslamlento organelar requeririan
del establecimlento de técnicas de ensayo para enzimas solubles de
la matriz mitocondrial y estroma cloroplastico, de tal forma que
su presencia en la fracclén soluble organelar sea una evidencla
confiable de que los organeles han sufrido una alteracién
estructural drastica y por otra parte, su deteccién en el botdn
membranal-organelar, garantice la integridad de los mismos.

Algunos ejemplos de enzimas wutilizadas como marcadores de
mitocondrias son: fumarasa, succlnato deshldrogenasa (Christophe
et al,, 1981) y cltocromo ¢ (Sala et al., 1980),

Otra de las desvantajas que el DNA presenta come marcader
organelar, es su baja concentracién en las fracciones organelares.
Este hecho torna muy dificil y a veces imposible, llevar a cabo un
constante monltoreo de la eficiencia de las técnica de alslamlento
organelar, ya que su detecclén implica la utllizaclén de un gran
volumen de suspensién organelar seguin 1a técnica
espectrofotométrica de de Giles y Myers.

A pesar de las inconvenienclas mencionadas, fue posible, al menos
parclalmente, wutllizar al DNA como marcador especifico de
plastidlos y mitocondrias principalmente en las primeras etapas
del establecimiento de las técnicas de alslamiento organelar.

6.5 CARACTERIZAGION ENZIMATICA

A) Inhibidores de su actividad

La DNA polimerasa mitocondrial de maiz presenté el comportamiento
cldsico de las DNA polimerasas 7 frente a los inhibldores. Sin
embargo, en el caso de la enzima cloroplastica, es Interesante
¢bservar dque resulté ser medianamente -reslstente a NEM en
contraste con las DNA pollmerasas ¥ cléslcas que son altamente
susceptibles a dicho reactivo.

‘Gon respecto a la respuesta a afidicolina de otras DNA polimerasas
de maiz, es de hacer notar que, en el case de la DNA polimerasa y~
nuclear de maiz, se observa un aumento en el grado de resistencia
de dicha enzlma frente a la afidicolina, paralelamente al tiempo
de germinacién de los ejes embrionarios.
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Una cuestidn similar podria estar sucediendo con las enzimas
erganelares de maiz germinados por 15 h, cuyo grado de resistencia
es menor que el generalmente observado para las DNA pollimerasas
v-animales, mitocondriales y cleoroplésticas vegetales, las cuales
presentan un alto grado de resistencia.

Es decir, tal vez existe un factor muy importante relaclonado con
el tiempo de germinactén de las semillas a la cual se esté
alslando y caracterizando a las DNA polimerasas de maiz, el cual
provoque un efecto directo sobre la respuesta de las mismas frente
a los distintos inhlbldores utilizados.

Con base en los argumentes anterlores, considerc que 1o mas
convenlente es realizar la caracterizaclén de las DNA polimerasas
‘' de maiz a distintos tlempos de la germinacién, de tal forma que
sea poslble el establecimiento de un esquema més claro de las
caracteristicas particulares de la misma y detectar sl en reallidad
existe alguna relaclén entre el tlempo de germinacién y la
respuesta de las DNA polimerasas frente a los diferentes
inhibidores.

En el caso de la respuesta a NEM, se observa que la enzima
plastidica es medianamente resistente, de forma similar con la
enzima mitocondrial de trlge, que es altamente resistente
(Christophe et al., 1981).

Sin embargo, existen algunas cuestiones importantes con respecto
al ensayo de actlvidad de 1la enzima con NEM. Algunos autores
reportan la que el ensayo en presencla de este inhibldor no
requiere la presencia de nhingin agente reductor (B-mercaptoetanol
o ditlotreltol) o, en otros casos, lo realizan utillzando una
concentraclén menor a la propia del ensayo enzimidtico sin
inhibidor (Christophe et al., 1981),

Es prcbable que los agentes reductores provoquen alguna
interferencla significativa en la accién de la N-etilmaleimida
sobre los grupos sulfhidrileo de las DNA pollmerasas susceptibles
por lo que considero importante averiguar qué tan
significativo es el efecto de la concentracién de B-mercaptoetanol
sobre la accién normal de la N-etilmalelmida.

También existe variacién en las condiclones de ensayo de las DNA
polimerasas en presencla de este mismo inhibldor: Christophe et
al., (1981) llevan a cabo una breve preincubaclén en frio de la
fracci6n enzimitlica.con la N-etilmaleimida para pesterlormente
afiadir los reactivos de 1la reaccién enzimatica de la DNA
polimerasa.

Puesto que NEM es un agente bloqueador de grupos sulfhidrilo, es
probable que requiera de clerto tiempo de reacclén para establecer
clerto tlempo de reacciém para establecer los enlaces
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correspondientes con dichos grupos antes de que la enzima comience
a actuar sobre el templado.

Con el fin de eliminar la poslbllidad de gque la enzZima de
plastidios esté presentando un comportamlento alterade con este
reactivo debldo a las condicliones de reaccién manejadas, ceonsidero
necesario realizar el ensayc en condiclones de reaccién variadas
tales como las anteriormente menclionadas, de tal forma que 1la
“accién del inhibidor no se vea afectada por otros factores y por
lo mismo no sea capaz de inhlbir a la enzima.

Ambas DNA polimerasas organelares de maiz son altamente
susceptibles a ddTTP en contraste con 1las DNA polimerasas
cloroplasticas de otros vegetales que han presentado, en general,
una alta resistencia a este reactivo,

Finalmente, es interesante hacer notar que el grupo de las DNA
polimerasas cloropldsticas vegetales han mostrado, en general, una
alta resistencia a ddTTP, lo cual pudlera comenzar a consliderarse
como una caracteristica propla de las DNA pollmerasas
cloroplésticas vegetales que en un futuro darfa lugar a la
formacién de un nueve grupo de DNA polimerasas, distinto al de
tipo ¥ descrito para células animales,

La DNA polimerasa plastidica de malz mostré una alta
susceptiblilidad a dicho reactivo. Podria pensarse nuevamente en la
posibilidad de la existencia de modificaclones estructurales de la
enzima presente en organelos 1nmaduros en comparacién con las
enzimas de cloroplastos maduros.

Sin embargo, el esquema es aun controversial y ne hay un consenso
general debido, probablemente a que solamente dos enzimas
organelares, cloroplastos de chicharo (Mckown y Tewari, 1984) y
pico 1I de cloroplastos de soya (Helnhorst et al , 1990}, han sido
purificadas a homogeneldad.

B) Par: templado-catién divalente

Por otra parte, la utilizaclén del templado artificlal se observa
muy variable entre las distintas especles vegetales.

En el casc de nitocondrias, la enzima de maiz ha colnclidlde
totalmente con la de trigo en su !.ru sibilidad por usar dicho
te \plado tanto con Mg™  como con el Mn** asi como DNA activado con

. Lo anterior no va de acuerdo con lo cbservado para las DNA
pollmerasas r de animales cuyo par predilecto es el
poliri-ol igodT/Hn
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Para el caso de los cloroplastos, la enzima de maiz coinclde con
la DNA polimerasa de chicharoz no es capaz de utllizar

polirA-oligo g’{ con ningun catién y al DNA activado sélo lo
utiliza con Mg“ .

Una cuestiétn importante es el hecho de que, en el caso de algunas
DNA polimerasas cloroplasticas (Heinhorst et al., 1990; Sala et
al., 1980) y mitocondriales (Heinhorst et al., 1990), que
presentan actividad frente a dicho templado artificial, se observa
un detalle impertante: la mezcla de reaccién enzimtica contlene
la concentracién 6ptima de KCl1 para cada caso. Esto hace pensar en
la posibllidad de que las DNA pollmerasas organelares de maiz
requleran de una concentracién mayor a 20 mM de XCl (concentracién
utilizada presente trabajo) para ser capaces de reconccer al
. polirA~oligodT.

Asimismo, en algunos casos se ha observado que clertas enzimas,
tales como la DNA polimerasa y-nuclear de maliz (Meléndez, 1990),
reconoce al polirA-oligodT dec manera éptima s1 se cumplen
cualqulera de las dos sigulentes condiclones: que haya sido
purificada a través de la resina de intercamblo iénico y/o que sea
la enzima alslada a las 6 h de 1la germlnacién. En ambas
condiclones el porcentaje de actividad de 1la enzima frente al
polirA-oligodT es del 90% en comparacién con su actividad frente
al DNA actlvado. De cualqulier forma, sl 1a enzima es ensayada en
la fraccién no purificada o en 1la purificada, su actividad
enzimitica es mayor a las 6 h que a las 24 h de la germinaclén.

Este hecho es una evidencla més de los maltiples factores que
pueden estar influyendo en la respuesta de las DNA polimerasas
organelares frente al templado artificlal y que, por lo tante, la
clasificacién que este trabaje pueda ofrecer deberd considerarse
dentro de las limltaclones que presenta,

Las 1limitaclones del presente trabajo estan dadas por 1a
parclalidad de la caracterizaclén enzimitica. Este trabajo cubrié .
8610 algunos de los aspectos mas importantes en la caracterizacién
de las DNA polimerasas organelares, pero han quedado sin
‘ determinar algunos de los parametros que han sido considerados
como indispensables en la clasificacién de las DNA polimerasas
mitocondriales y clorcplasticas tales como: la respuesta de las
.mismas a distintas concentraciones de sales (KC1, HNaCl y/
K2HPOs), asi como el pH 6ptimo y 1la concentraclén dptima del
catlién divalente preferido.

Seria importante completar el esquema de caracterizacién de ambas
DNA polimerasas en diferentes condiclones de ensayo varlando los
pardmetros anterlormente mencionados, ya que no conviene descartar
la posibilidad de que ambas enzimas sean capaces de utilizar dicho
templado, no s0lo por el hecho de que la caracterizacién no ha
sildo completa sino, ademas, porque la mayoria de las DHA
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polimerasas vegetales caracterlzadas hasta la fecha han resultado
capaces de reconocerloc como templado.

Por otra parte, al comparar entre si el comportamlento de ambas
DNA polimerasas organelares de malz, se obseva que comparten la
mayor parte de las caracteristicas estudiadas.

Anbas enzimas son resistentes a afidicolina y susceptibles a ddTTP
pero la plastidica €S, | resistente a NEM, Ambas prefiaeren utial.\zar
DNA activado con Mg que polirA-oligoedT con Mg a
diferencla de lo reportade en el caso de las DNA poumerusas
organelages de soya (Heinhorst et al., 1990), cuyo comportamlento
es casl ldéntico, las DNA pellmerasas organelares de malz difleren
marcadamente en su sensibilidad a NEM.

Finalmente, al comparar los porcentajes de actlividad de ambas DNA
polimerasas mitocondrial y y-nuclear frente a los tres inhlbldores
utilizados, se observa que comparten el mismo comportamlento.

En el caso del trabajo realizade en células HelLa (Bolden et al.,
1977), se llevé a cabo la caracterizacidén simultanea de las DNA
polimerasas 7 cltopldsmica y mitocondrlal. Se observé un
comportamiento muy semelante entre las dos enzimas, difiriendo
entre s{ solamente en la concentracién de KC1 éptilma para su
actividad. Es de nuestro interés observar que ambas ¢nzimas son
capaces de reconocer polirA-oligodT y que son inhibidas con NEM.

El otro par de DNA polimerasas y citoplasmica y mitocondrial que
presentan caracteristicas similares, es el proveniente de células
murinas (Bolden et al., 1977}, las cuales también son inhibibles
por NEM y utilizan polirA-~oligodT con alta eficlencia.

Por lo anterior, es de esperar que el comportamiento de las DNA
polimerasas mitocondrial y y~nuclear también presenten el mismo
comportamiento, sin embargo, poco es sabldo con respecto a la
relacién que pudiera existir entre ambas enzimas en vegetales.

6.6 PURIFICACION ENZIMATICA

La DNA polimerasa mitocondrial presenté un comportamiento
cromatografico similar al de las otras DNA pollmerasas
mitocondriales anlmales y vegetales reportados.

El principal plco de actividad de la enzima mitocondrial eluye en
las primé#ras fracclones del gradiente; presenta por tanto una
carga negativa que es contrarrestada en aproximadamente 65 mM de
K2HPOs. Es interesante observar la eluclén de un segundo plco de
menor actividad en aproximadamente 300 mM de KoHPO4, semejante al
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plco de 1la DNA polimerasa mitecondrlal de trigo que eluye a 300 mM
de la misma sal (Christophe et al,, 1981).

No se ha reportado otro caso similar a !a DNA polimerasa
mitocondrial de maiz en el cual también eluyan dos picos de
actividad, por lo que consldero que uno de los dos plicos es
producto proteolitico del otreo: este puede ser el caso del segunde
pice de actividad, ya que este presenta una menor actividad
enzimidtica que el primero. Este primer intento de purlficaclén
cromatografica es prometedor porque, Junto al primer pico de
actividad, eluye un plco de proteinas.

La DNA polimerasa g-nuclear purlficada por Meléndez, (1990},
eluye también en las primeras fracclones del gradiente, lo cual es
una evidencla m&s de la probable relaclén existente entre esta
enzima y la DNA polimerasa mitocondrial.

En el caso de la DNA polimerasa plastidica de maiz, se observa un
perfll de actividad parcialmente simllar al de la DNA polimerasa
de soya (Helnhorst et al., 1990). En el caso de !a enzima de soya
se reporta la eluclén de dos picos de actlvidad, mientras que en
1a fraccién plastidica solamente un plco presentd una actlvidad
silgnificativa. Pero por otro lado, es sorprendente que la
concentracién salina de eluclédn del plico de plastidios sea muy
parecida a la concentracién sallna de NaCl a la que eluye 1a
enzima plastidica de maiz: 135 vs 140 para majiz y soya
respectivamente.

La DNA polimerasa plastidica de maiz, de forma similar a la enzima
mitocondrial, también presenta carga negativa. E1 plco de
plastidios eluye a una concentracién salina mayor que el primer
pico de la mitocondrial.

Finalmente, consldero que en investigaclones posteriores en torno
a la purlficaclén cromatografica de ambas DNA pollmerasas
organelares, habri que censiderar el bajo rendimiento que ofrece
la técnica establecida en la presente investigaclidén sl se parte de
organelos que fueron alslados diferencialmente.

Por lo que es posible que, una vez que en el presente trabajo se
hubieron identificado las caracteristicas basicas de ambas DNA
pollmerasas, incluyendo su comportamiento cromatogriflico, se pueda
proceder con mas confianza a la purificacién de las mismas
partiendo del extracto-mezcla de ambos organelos.

Los conocimlientos adquiridos en -la presente lnvestigacioén abren
la posibilidad de realizar, en un futuro, un primer paso de
purificacién simulténea para ambas DNA polimerasas a partir de la
fraccién mezecla, a través de la resina de lntercambio idnico
utllizada, Esta técnlca tendria la ventaja de ofrecer un mayor
rendimlento protefco que posibilitaria la reallzacién de pasos
cromatogréficos posteriores.
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6.7 COMENTARIOS FINALES

Al analizar los resultados experimentales obtenidos por les
distintos grupos de lnvestigacién, se observa que, a pesar de la
inexlstencia de un esquema uUnico que describa las caracteristicas
de 1las DNA pollmerasas organelares vegetales, es posible
vislumbrar la existencia de algunas caracteristlcas comunes entre
las DNA polimerasas de ambos organelos. Este hecho abre la
postbilidad de empezar a manejar hipétesis que difieran de las
hasta ahora manejadas.

En la mayoria de las lnvestigaclones se ha manejado como hipoétesls
~a veces Ilmpliclta vy otras explicita- la suposicién de que las DNA
polimerasas organelares vegetales deben mostrar caracteristicas
similares a Jlas correspondientes en su contraparte animal.
Considero que el criterlo anterior es justificable en los casos en
que, al no existir un esquema que fun)a como un patrén directo de
comparacién, las investigaciones en sistemas blolégicos diferentes
deben partir de los esquemas establecidos en 1los sistemas
bloléglcos mejor estudlados, a pesar de que la lelania
filogenética sea muy grande.

Sin embargo, es ml impresién que, al menos en el caso de jas DNA
polimerasas cloropladsticas, es tlempo de empezar a considerar la
convenlencia de disefiar una nueva nomenclatura que sea aproplada a
las caracteristicas de dichas enzimas.

Estas enzimas se comportan de manera particular frente a los
inhiblidores clésicos de las DNA pelimerasas: son a) resistentes a
ddTTP y a afidicollna, b) susceptibles a NEM y ¢} la granz.mayoria
son capaces de utilizar polirA-oligodT en presencla de Mn™ .

El disefic de una nueva nomenclatura especifica para aquel grupo de
DNA polimerasas que hasta ahora son denomlinadas y-resistentes a
ddTTP pudlera ser sustituido por la denomlnaclén y-cloroplistica,
lo cual abriria el paso al iniclo de una esquematizacién mas
formal de las caracteristicas de algunas de las DNA polimerasas
vegetales.
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7. CONCLUSIONES

En gencral, fue poslible cumplir con los tres objetivos especificos
Yy el objetivo particular de 1la presente investigacién.

Las concluslones mas importantes derivadas del trabajo
experimental se enumeran a continuaclén.

1.~ La actividad de ambhas DNA polimerasas plastidica vy
mitocondrial de ejes embrionarios de maiz se detecté desde las
primeras horas de la germlnacién (3 h) y muestra un increpento
lineal en las primeras 24 horas de la germinacién.

2.- La completa sclubilizaclén de ambas DNA polimerasas plastidica

.y mitocondrial requlere de un primer paso de lisis organelar,

seguldo de la digestiétn de los Acldes nuclelcos. Lo anterlor
constituye una fuerte evldencia de una preobable estrecha relaclén
estructural entre las membranas organelares, las moléculas de DNA
y ambas DNA polimerasas plastidica y mitocondrial in vivo.

3.~ La purlficacién de las fracclones plastidica y mitocondrial de
maiz a través de una resina de DEAE-celulosa resulta en la
separaclén de plcos definldos de actividad de DNA polimerasa,
constituyendo, en principlo, una buena eleccidén dentro del esquema
de purificaclén de las DNA polimerasas organelares de este cereal.

4.- El esquema experimental establecide para la purificaclén de
ambas DNA polimerasas organelares ofrece un buen grado de
purificacién (2.1 y 5.8 veces de purificaclén para los plcos 1 y
I1 de la fraccién mitocondrial y de 20.2 para la fraccién
plastidica a través de una columna de DEAE-celulosa) pero el
rendimiento es sumamente bajo (1.7 y 1.3 % para los plcos 1 y II
de la fracci6n mitocondrial y de 2.7% para la plastidica)
tornindose una técnlca dificil si ha de formar parte de un esquema
mis completo de purificacién para ambas DNA polimerasas
organelares de maliz.

En ninguno de los dos casos, las hip&teslis planteadas iniclalmente
se cumplleron cabalmente:

S5.- La DNA polimerasa mitocondrlal de eles embrlonarics de malz
presenté las caracteristicas proplas de una enzima de tipo 7.
excepto en su capacldad para reconocer a polirA-oligodT como molde
por lo cual puede ser conslderada como una p.NA polimerasa tipo
7-incapaz de utilizar el par polirA-oligodT/Mn”

6.- La DNA pelimerasa plastidica de ejes embricnarios de maiz se
comportd como una enzima de tipo 7 excepto per su resistencla a
NEM y su incapacidad para reconocer a polyrA-oligodT come molde,
por lo cual es clasificada como wuna DNA polimerasa tipo
7-resistente a NEH e Incapaz de utflizar el par
polird-oligedT/Hn®*
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