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CAPITULO PRIMERO 

INTROOUCCION 



1. 1 N T R o o u e e 1 o N 

1.1 JUSTIFICACICll DE LA INVESTIGACIOtl 

La lnvestlgac16n de los mecanismos moleculares que hacen posible 
el desarrollo, prollferac16n y dlferenclac16n celular en cualquier 
especie celular , es uno de los campos de estudio más apasionantes 
de la b1~1mlca actual (\lang, 1991). 

Un caso concreto de lo anterior lo constituye el fenómeno de la 
germlnac16n de serdllas. Dicho fenómeno natural encierra aun 
mOltlples interrogantes, prlnclpalmente, a nivel de los mecanismos 
celulares que desencadena; los procesos moleculares traen consigo 
la tranformac16n del embrión en plántula llevándolo de un estado 
quiescente a un estado activo de creclmlento y proliferación 
celular. 

Durante los últimos 20 arios se han desarrollado -principalmente en 
los paises del Primer Hundo- diversas lineas de investigación en 
germinación de semillas que han emergido como parte de la 
1nvestlgac16n b1otecnol6g1ca aundlal nacida, a su vez, de la 
proble111Atlca alimenticia m,undial. Según Arlas (1990). el problema 
alimenticio "ha llevado a la búsqueda del mejoramiento genético 
vegetal que se traduce en un mayor rendimiento agrlcola". 

Una linea de lnvestlgac16n interesante es la encaminada al 
desarrollo de las técnicas experimentales que hagan posible "el 
conocimiento del aaterial genético de las semillas con miras a 
manipularlo y manejarlo a largo plazo" (Arlas, 1990). 

Las investigaciones realizadas en el laboratorio del Dr. Jorge 
VAzquez foraan parte de dicha linea de lnvestigaclón: se abocan al 
estudio del aetabolismo de los ácidos nucleicos durante la 
germlnac16n del aalz el cual, a su vez, incluye la partlclpaci6n 
de múltiples estructuras proteicas y celulares, siendo 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 biológica de su función 
que su actividad asegura, no solo la preservación de toda especie 
sobre la Tierra, slno taabién, la preservación de la integridad 
estructural del aaterial genético de cualquier organismo a lo 
largo de toda su vida en el planeta. 

A la fecha se dispone de un esqueaa de clasificación y 
caracterlzac16n de las DNA poli•erasas eucar16ticas que ha sido 
establecido gracias a la investigación realizada en levaduras y 
células animales. Por su parte. el conocimiento slslemá.tico de las 
DNA polimerasas vegetales no ha llegado a su culminación. En dicho 
caapo se requiere aayor evidencia experimental que lleve a la 
generalización de las caracterlstlcas de dichas enzimas vegetales. 
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Uno de los slstemas blol6glcos vegetales más apropiados para la 
realizacl6n de este tipo de investigaciones en México lo 
constituye la semllla de malz dado que es este cereal el que se 
consume en mayor proporción en Héxlco y es, en general, la base de 
la alimentación en América Latina (Montal'iez y Aburto, 1979). 

La célula de malz, corno la de cualquier otra célula vegetal, 
contiene material genético· en tres compartimentos celulares: el 
núcleo, la mltocondria y el cloroplasto. Cada uno de los tres 
paquetes gen6micos está acompaftado de su propia DNA pollmerasa 
encargada de la slntesls del DNA. 

Sln embargo, las DNA pollmerasas nucleares vegetales han sido, en 
general, mejor caracterizadas que ambas DNA polimerasas 
organelares (mltocondriales y cloroplástlcas) y en lo que respecta 
a las enzimas de malz, no existen reportes previos similares a la 
presente investigacl6n. 

La inquietud de investigar a las DNA pollmerasas plastldica y 
mltocondrial surge principalmente de la necesidad de: 
i l tener un esquema completo de las DNA pollmerasas de malz y 
il) conocer sus caracter lstlcas básicas que permitan 
clasificarlas, provisionalmente, dentro de alguno de los grupos 
de ser i tos para las DNA pol imerasas animales. 

La presente 1nvestlgaci6n aporta las técnicas básicas iniciales 
para el aislamiento de anr.bos organelos y la posterior 
solubllizaci6n de la DNA pollmerasa asl como una primera 
claslflcaci6n para ambas enzimas. 

Finalizo haciendo referencia a lo que Arlas, (1990), dice 
textualmente: "todo el conoclmlento en el área bioquimica de 
semillas estará orientado al desarrollo de las técnicas necesarias 
para conocer nuestro material genético y mejorarlo, para tener la 
capacidad de manipularlo y transformarlo en el largo plazo". 

9 



1. 2. AllTECEllllfIES n:óRICO-EXPERIKDITALES 
GENERALIDADES 

POLIHE!!ASAS 

Como se menclon6 brevemente en el apartado anterior, el grupo de 
1nvestlgac16n del Dr. Jorge Vázquez está interesado en la 

1 dllucldac16n de los tipos de DNA pollmerasas presentes en malz y 
sus diversas funciones durante la germlnaclón de semlllas. 

En torno a este problema general, se han realizado algunas 
lnvestlgaclones abocadas al aislamiento y caracterlzac16n de las 
DNA polimerasas de embriones de malz a tiempos variables de 
germlnac16n. 

Vázquez (1986) realizó la purlflcacl6n parcial de la actividad de 
DNA pollmerasa presente en extracto total de embriones de m.alz. 
Estudió las caracterlstlcas de las DNA pollmerasas presentes a 
tiempos tempranos y tardlos de la germlnacl6n intentando encontrar 
diferencias entre ambas con base en su comportamiento 
cromatográflco e inhibidores de su actividad. Sin embargo, el 
comportamiento de ambas enzimas frente a los lnhibidores de su 
actividad fue de una enzima repllcativa (DNA pol a.). 

Meléndez (1990) realizó un segundo intento en la identificación de 
dos tipos dlf'erentes de DNA poli11erasas de embriones de maiz que 
llevaran a cabo la sintesis replica ti va y reparativa 
respectivamente, es decir, a.-Uke y tJ-lJke. Esta vez se provocó 
una respuesta diferencial: la actividad reparativa se busc6 en 
semillas irradiadas con rayos X y la repllcativa a los tiempos de 
germinación en los cuales se sabe existe sintesis replicatlva del 

"DNA. Sin embargo, tampoco se observó un comportamiento diferencial 
entre las actividades temprana y tardia de polimerización del DNA 
en lo que respecta a su respuesta a ·tnhibidores de su actividad. 

Finalmente, Heléndez (1990) caracterizó parcialmente la Wlica 
actividad de DNA pollmcrasa nuclear detectada -según su técnica- a 
tiempos tardios de sintesls de DNA. El conjunto de caracterlstlcas 
que mostró dicha enzima fueron las de una enzima tipo "(. 
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Actualmente se ha logrado un avance s1gn1flcat1vo en la. 
pur1f1cac16n y caracterlzac16n de una DNA pollmerasa de extracto 
total de ejes embrlonar1os de maiz de 24 horas de germinación. Su 
caracterización ha mostrado que es una enzima tipo a.. 

Gareia (1991) purlflcó y caracterizó parcialmente el primer plco 
de actividad que detecta -según su técnica- en el perfil de 
eluc16n de extracto total de ejes embrionarios de maiz de 24 h de 
ger.m1nac16n a través de una resina de DEAE-celulosa . 

.Lk.z. IJ& POk!HE!!ASAS ORGA!!E!.Af!ES lJg ~ti 

En lo que re~pecta a la 1nvestlgac16n de la s1ntests de DNA 
organelar (mltocondrlal y cloroplé.stlco). el primer trabajo lo 
realizó Ortega (1988), qulen detectó slntesls de DNA organelar 
desde tiempos tempranos de la ger1Dinac16n (3 h). la cual aumenta 
de •anera directamente proporcional hasta las 15 h de germlnac16n. 
A las 24 h de geralnac16n se observó un decremento de la 
incorporaclón especifica de th11dlna trltlada al DNA organelar. lo 
cual Ortega (1988) supone que es consecuencla de la segregación 
organelar que toma lugar durante la división celular. 

Al llffA FOLlllERASAS HltollOllmULES 

Las enzieas 7-anl•ales (nucleares y mi toc9ndrlales) han 
definido un grupo especií leo de enzimas con base en su 
CO.J11port&JD1ento f"rente a lnhlbidores y a templados arlflclales y 
con: 

al susceptibles a ddTTP y NEM 
b) resistentes a afldlcollna y 2• 
e) son capaces de utilizar polirA.-ollgod.T en presencia de Mn 

Por su parte. el estudio de las DNA poli•erasas mltocondrlales en 
trlgo y soya han deaostrado que ambas enzlaas presentan un 
c011pOrtaalento diferencial frente a lnhtbldores y templados 
artlflclalea: 

- La DNA poll1terasa de trigo es una enzima considerada 7-llke 
(Cbrtstophe et &l.. 1981 ). Las caracteristlcas que no encajan 
dentro del grupo 1' es su reststecla a NDI y su incapacidad para 
utilizar polirA-ollgodT; pero se considera l' por ser susceptible a 
ddTTP y resistente a afidicollna. 

- La enzlaa de soya puede considerarse de tipo 7-llke (Helnhorst 
et al .• 1990). Es )' por su susceptibilidad a NEM, su resistencia a 
af1dlcol1na y su actividad sobre pollrA-oltgodT; sin embargo, es 
una enzima resistt!ntc a ddTTP. 
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B l I11A POLillERASAS CLORDPLAsTICAS 

Desde un princlplo se ha trabajado la hlp6tesls que supone que las 
DNA pollmerasas cloroplástlcas vegetales deben mostrar un 
comportamiento de Upo '1 con base en el hecho lnlclal de que 
existe una gran sl11lll tud entre los mecanismos generales de 
slntesls del DNA mi tocondrlal y cloroplástlco. 

La slmllltud esperada entre ambas DNA pollmerasas organelares ha 
sido comprobada solamente en un caso. Ambas enzimas de soya 
(Helnhorst et al., 1990) auestran virtualmente la misma respuesta 
frente a los lnhlbldores, teaplados artlflclales y catión 
dlvalente clásicos; por lo que la hipótesis lnlclal ha sido 
reforzada experlaental11ente. 

' Además de que, en general, las DNA pol l•erasas cloroplástlcas 
resisten afldlcollna y son lnhlbldas por NEM; caracteristicas que 
hacen se les considere de tipo l'· Sin embargo, en tres de los 
vegetales estudiados se ha observado una caracteristlca peculiar: 
son enzimas resistentes a ddTTP por lo que se consideran en 
general de Upo 1'. 

l. 3. PROllLDIA DE LA INYESTIGACIQf 

El problema de la presente lnvestlgac16n se define de la slgulente 
ror•a: 

CUil es el com.portulento de ambas ONA polimerasas plastldlca y 
•ltocondrtal frente a tres diferentes inhlbldores de su actividad 
(afidlcolina, NEM y ddTTP) y cuál su capacidad para utilizar dos 
templados, artlflclal y natural, en presencia de ~o.s dis~!ntos 
cationes dlvalentes CDNA activado y pallrA-ollgodT/l!g y Hn 11 

l. 4. HIPOTESIS 

Con base en los argumentos presentados anteriormente se plantean 
las dos siguientes hipótesis: 

Al mlA POLillEllASA NITOCllllllRIAL DE NAIZ 

Puesto que el consenso en torno a las DNA poli•erasas 
•ltocondriales de aniaales •uestra que son susceptibles a dd!Jf y 
NEM y capaces de utilizar PolirA-ollgodT en presencia de Hn e 
incapaces de utilizar ONA activado con dicho catión, y por otra 
parte. -bas DNA pollmerasas mitocondrlales vegetales estudiadas 
hasta el aomento (soya, (Helnhorst et al., 1990] y trigo, 
[Chrlstophe et al., 1981)) son altamente resistentes a la 
afldlcollna, se espera que la DNA polimerasa mltocondrlal de ma1z 
presente el m.lsrno comportamiento que dichas enzimas. 
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51 la DNA poUmerasa mltocondrlal de maiz presenta finalmente las 
caracter1stlcas mencionadas podrá ser claslflcada como de tipo 1'· 

Sl no presenta alguna(s) de las mlsmas. será denominada! 7-llke­
suscept JbJe. o resJ.stente a. tal o cual Jnhlbldor y/o lncapa.z de 
utlllzar tal o cual tetnplado/c:at16n. 

Sl la enzl11a no presenta ninguna de las carateristlcas de las 
enzimas tlpo a- pero si las de cualquier otro grupo, seré. 
clasificada dentro del mismo o como llke del grupo aé.s 
relacionado. 

Bl Pi.\ l'OLlllERASA CLOROPl.AS'rICA DE llAÍZ 

Dado que las cuatro DHA poJiaerasas cloroplá.stlcas estudiadas 
hasta la fecha (esplnaca [Sala et al., 1980); soyat (He1nhorst et 
al.. 1990); Jlto•ate, {Serra y Carrlllo, 1990] y chlcharo, (Hckown 
y Tewar1, 1984J) presentan varias caracteristlcas en conttln tales 
coao: resistencia a la afidlcollna y a ddTTP as1 como 
ausceptlbl l ldad a NEM'; adem:.s de que la 2~ayor1a son capaces de 
utilizar pollrA-ollgodT en presencia de Hn , se espera que la DNA 
pollaerasa cloropl6st1ca presente las •isaaas caracteristlcas 
frente a dichos reactivos y te•plados. 

Sl la DNA pol1aerasa plastidtca de aaiz presenta las 
caracter1stlcas anterlor•ente aenclonadas. podrA ser claslClcada 
COllO de tlpo 7• 

En dado caso de que no presente alguna(s) de las caracteristlcas 
aenclonadas será. denoainada l'-llke-susceptJble o r~sJstente a tal 
JnhlbJdor y/o 1nc•pu de utJlJzar tal o cual templádo/catJ6n. 

En el caso de que la enzlu no muestre ninguna de las 
caracter1st1eas de las enzimas tlpo '1 pero si las de cualquier 
otro grupo, se claslC1car6 dentro del grupo correspondiente o como 
JJke del grt.ipo ••s relaClonado. 
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1, 5 OBJETIVOS DE IHVESTIGACION DE UNA DE LAS LINEAS DE 'IllABAJO DEL GRUPO 

DEL DR. .JORGE V ÁZQl/EZ 

Al 08.JETIVOS GDIERALES A LARGO PLAZO 

- Movilizar genes que aporten a la semilla de •aiz la 

capacidad de reslstlr condlclones adversas de almacena•lento 

y de • posteriormente, experimentar una geralnac16n normal 

dando lugar a aejor1as en el rendlalento de los cultivares. 

B) 08.JETlVOS GENERALES A llEDillNO PLAZO 

- Evaluar la lmportancla de las DNA pol laerasas dentro del 

fen6aeno de envejeclalento de seal llas expuestas a 

condlclones adversas de al•acenaalento y comparar el 

grado de actividad enzlmitlca de dichas enzimas entre 

sealllas de alto y bajo vigor. 

C) OB.IETlYOS GDIEIALES A OORTO PLAZO 

- Establecer las condlclones óptlaas de ensayo de actividad 

enzlútlca y de purlflcac16n cromatográflca para cada una 

de las distintas DNA pollaerasas de aalz, provenientes de 

los dlatlntoa coapartbtentos celulares. 

- lderÍtlflcar el probable papel flslol6glco de las alsaas en 

el aetabolls•o general de los Acldos nucleicos durante la 

geralnac16n te•prana y tardla del aaiz. 

D) OB.JETlYOS PARTlCUUllES DE LA PllESDrn: lllYESTIGAClOll 

- Caracterizar a las DNA pollaerasaa plastidlca y 11.ltocondrlal 

de aaiz activas en las prlaeras horas de la geralnacl6n 

frente a lnhlbldores de su actividad y preferencia del par 

te•plado/catl6n dlvalente. 
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El OBJETIVOS ESPECÍFICOS DE LA PRESENTE INVESTIGACIÓN 

- Establecer una t6cnlca de alslamlento organelar que ofrezca 

fracciones proteicas rlcas en actividad de DNA 

pollmerasa plastidlca y mltocondrlal. 

- Establecer una técnica de purlflcacl6n organelar y de 

solub111zac16n de la DNA pollmerasa que permita 

realizar una caracterlzac16n parcial confiable. 

- Establecer las condiciones exper !mentales para llevar a cabo 

un primer paso de pur1flcac16n enzimática a través de una 

resina de intercambio 16nlco. 
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CAPITULO DOS 

FUNDAMENTOS TEORICOS 



2.1 MAIZ E INVESTIGACION DE SEMILLAS 

2.1.1 EL KAIZ DI LA á'ocA PREllISPAllICA 

Al ser las plantas la base de Ja cadena altmenticla en nuestro 
planeta el desarrollo de la agricultura ha sido, desde su 
descubrl•lento, una actividad básica en el sostenimiento de las 
poblaciones humanas. 

La dependencia humana hacia la agricultura se ve ref"leJada de 
aanera particular en los cultos religiosos que nuestros 
antepasados mesoamericanos oireclan a los :fenómenos naturales los 
cuales, de alguna manera, se ofrecían con la esperanza de 
garantizar la permanencia y fruct1f1cac16n de su actividad 
agricola. Adoraban, entre muchos otros, a los dioses de la lluvia, 
del sol, de la tierra y del znalz (Clnteotl para los aztecas); 
todos deidades de elementos agrlcolas (Mangelsdorf', 1974). 

El maiz ha sido el cereal más importante de América desde la época 
prehispánica. La importancia del maiz radica en que, no sólo 
incursionó fuertemente en las actividades económicas de las 
culturas Mesoamericanas sino también, en la vida religiosa y 
cultural de estos pueblos CF1g. 2.1). 

La dependencia económica de América para con el •aiz se remonta 
hasta la época prehispánica; el ma!z fue el \inlco cereal 
importante desarrollado en nuestro continente. Hay suficiente 
evidencia que indica que México fue el centro prim8.rto de origen, 
domesticación y dispersión del maiz - que ocurrió hace ~s de 6000 
aftas -, y que las migraciones humanas lo llevaron a Sudamérica en 
donde tuvo lugar el centro secundarlo hace más de 5000 af\os 
(Robles, 1976). 

Los lndigenas domesticaron e iniciaron la selección del maiz 
contribuyendo de manera relevante a la formación de variedades y 
razas: los agricultores las han conservado por siglos y los 
clentiflcos las han estudiado y clasificado para su conservación, 
aantenlmiento y mejoramiento. Los !ndigenas americanos produjeron 
y mejoraron selectivamente el maiz desde 3400 anos a. C. hasta 1500 
d. c. y fueron los primeros criadores de plantas que trabajaron con 
el •ismo (Robles, 1976). 

En México se consumen desde aquella época, alimentos derivados del 
aaiz tales como tortillas, tamales y atole los cuales constituyen, 
actualmente, parte esencial en la dieta de una gran parte de la 
población mexicana. Algunas poblaciones lndlgenas mexicanas 
preparan hoy en dla bebidas a base de la f'ermentaci6n del maíz 
tales como el pozol y el tesgilino que f'ueron en el pasado de uso 
ceremonial (Carrasco, 1977). 
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Fig. 2.1. Una vasija para agua peruana representando una deidad 
del rnalz con hljos · -réplicas en m1nlatura de él m.lsmo- que 
significa fertilidad. Las mazorcas de malz parecen representar n 
la raza Cuzco (Mangelsdorf, 1974). 
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Actualmente el maiz se cultiva en casl todas las partes del mundo 
como resultado de esfuerzos realizados por los genetlstas para 
ampliar su adaptación. Hoy en dla constituye un cultivo 
alimenticio de gran importancia extendido por todo el mundo 
(Robles, 1976). 

2.1. 2 EPOCA ACIVAL 

Hoy en dla el papel relevante de la agricultura en la vida 
económica de un pais reside en las funciones que a ésta se le han 
asignado. "Ademé.s de cubrir las necesidades alimentarlas de una 
población creciente. debe, entre otras cosas, producir materias 
primas con f'ines industriales y proporcionar recursos para el 
desenvolvimiento de •otros sectores de la economla" (Hontaftez y 
Abur to, 1979). 

Arlas (1990) apunta que, durante el presente siglo el desarrollo 
de la agricultura a nivel mundial no ha sido unif'orme en los 
diferentes paises; la agricultura de los pB.lses subdesarrollados 
no ha cubierto cabalmente con sus f'unclones. En contraste con los 
paises desarrollados que han logrado un estado de autosuficiencia 
alimentarla. las economias subdesarrolladas han ido perdiendo 
autosuf'iciencia. "Lo anterior se refleja en el volumen creciente 
de importación de alimentos y maquinaria de desarrollo agricola. 
Los paises subdesarrollados se convierten en paises cada vez más 
dependientes por la gran tecnologia desarrollada por los paises 
denominados del Primer Hundo. Esta sltuac16n ha llevado a los 
primeros a una swnls16n económica cada vez mé.s grave" (Arlas, 
1990). 

Nuestro pals es una ejemplo de los anterior. México ha tenido que 
impartar granos bé.slcos a lo largo de 20 anos pues la producción 
nacional se ha mantenido muy lejana a los requerimientos internos. 
En el caso particular del maiz tan solo durante los dos últimos 
af\os e i990-1991) la producción nacional ha sldo autosuflciente 
(3er. lnf'orme Presidencial de Carlos Sallnas de Gortarl). 

La baja productividad del maiz en el campo mexicano es resultado, 
entre otras causas, de las politicas seguidas. La producción de 
este cereal se ha concentrado a tierras de temporal cuyo 
rendimiento es inferior a los registrados en é.reas de riego 

' (Hontallez y Aburto; 1979). 

De esta rdluac16n ea evidente que 1011 clenlif'icoa de los paises en 
viaa de deaarrollo tienen la gran tarea de producir conocimientos 
encaminados con visión clara hacia la aplicación de los mismos. 
Esto nos capacitará como pala para enfrentar la revolución 
cientif'lca y lecno16gica importada del e.Ktranjero (Arlas, 1990). 
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Sln embargo, estamos conaclontes de que el aolo de&aJ"rollo de la 
1nve•t1gac16n clentif"lco-tecnológtca as1 coao la. ap11cac16n dtt 
técntcaa blotecno16g1cas no aerln la aalvac16n de la agricultura 
nl del problema ali1tentarlo; si bien, el tapulao a las actividades 
clentlf'ieas tendrá. que venir de las po11t1caa guberna.entalea que 
den apoyo a eat.a• act1v1dadea y perml t.an abrir camino al 
de....,.ollo (Arias, 1990). 

En el plano del incremento de la productividad agrlcola ae ha 
venido dando w:a mov1•1ent.o c1enl1f'1co denominado "b1otecnolog1a 
agrlcc>la". En dicho ca.po loa c1ent1f'lcot1 de nuestras aocledades 
tienen mucho traba.Jo por hacer. "Cont1ta10a con W\ banco genét.lco 
natural tan lnmenao como dlveralf'icado ade&is de ecoal•teea para 
producir grandea volúmenes de bl011asa. A eato ee debo aftadlr la 

, capacidad clentiflco-t.écnlca de loa miexlcanos. Hueatra capacidad 
debe orientarse hac:la el desarrollo de laa técnica.a neceaarlas 
para conocer el -terlal senét1co de nuestro• bienets y 11ejorarlo, 
para tener la capa.cldad de manlpula.rlo y tranaf'orwarlo en el largo 
plazo"' (Arlas, 1990). 

2.1.3 INVESTIGACION AGR!COLA. 

Las lnvestlgaclones en b1otecnolog1a agrícola so encaminan 
prlnclpalmente al estudio de los mecanismos bioquimlcos que 
ofrecen aayor potencial para el desarrollo de cultivos aás 
productivos. Algunos de los campos aás destacados se mencionan a 
continuación: (Mollna et al., 1990). 

a) Mejoramiento nutritivo de la planta: f1Jac16n de nitrógeno, 
f'otoslntes1s, !otoresplrac16n, s1ntes1s de protelnas y 
carbohldratos. 
b) HeJoramlento de la capacidad genética de las plantas 'frente a 

plagas, enfermedades. plaguicidas y herbicidas. 
e) Resistencia de las plantas .frente a condiciones adversas del 

•edlo ambiente: sal lnldad, sequla, exceso de humedad. heladas;: en 
-el caso de semillas, resistencia a condlclones no 6pt1aas de 
alaacenaalento. 

A la fecha los fltomeJoradores han utilizado únicamente 
caracterlstlcas botánicas (marcadores visuales) de la planta y/o 
semilla· tales como la ·altura de la planta y -caracter1stlcas 
aorfo16g1cas de la espiga y/o semilla para describir variedades. 
Estas caracteriStlcas son altamente lnfluenclables por las 
condlclones ambientales y muchas veces son subjetivas. As1 pues, 
~e han venido generando técnicas bioqulmlcas de ident1f1cac16n de 
proteinas y ácidos nucleicos para la ldentlf1cac16n de diversas 
propiedades de especies de cereales. 
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En los últimos af'i.os la 1nvest1gac16n de semillas está dando un 
glro muy importante hacia la 1nvestlgac16n de la d1lucldac16n de 
mecanismos que toman parte durante la germinación de semillas 
hacia aspectos moleculares y el uso de la técnicas de 
b1otecnolog1a. como es la clonación de genes importantes para el 
desarrollo de cultivares más productivos. 

En el Departamento de B1oqu1mica de la Facultad de Quitnica, UNAM, 
se desarrollan importantes lnvest lgaclones en torno de algunos de 
los mecanismos bloquimlcos más sobresallentes que toman parte 
durante la germlnac16n del malz y en especial la actividad de 
enzimas que actúan en diferentes etapas del desarrollo de la 
plántula, a saber: la actividad de las ATPasas, la fosfor1lac16n 
de protelnas r1bosomales. el metabolismo general de los ácidos 
nucleicos y otros. 

A su vez, se realiza lnvest1gac16n en la planta de malz estudiando 
la actlvidad de las en~1mas relacionadas con la fotos1ntes1s como 
son: la Rublsco y la Fosfoenolplruvato descarbo><:ilasa. También 
e><isten estudios relacionados con la respuesta bioquimlca al 
estrhs hidrlco y ambiental, blologia molecular, reslstencla a 
herblcldas y otros. 

Las lnvestlgaclones realizadas en el grupo del Dr. Jorge Vázquez 
en torno al metabolismo del ONA durante la germ1nac16n del malz es 
importante porque no sólo se estudia desde el punto de vlsta 
básico slno que tamblbn desde el punto de vista apllcatlvo ya que 
que se relaciona el metabolismo del DNA con el deterioro de 
semillas. 

El grupo de 1nvestlgac16n mencionado esté Interesado en la 
purlficac16n de las distintas DNA pollrnerasas del' ma1z y conocer 
su localizacl6n celular asi como la expresión de las mismas 
durante las diferentes etapas de la germinación y la función que 
ca.da una de las enzimas realiza en particular. 

Se desea conocer el metabolismo del DNA durante la germinación y a 
mediano plazo lograr encontrar las diferenclas entre una semilla 
resistente a las condlclones adversas de almacenamiento contra una 
semilla sensible y poder tomar como punto de referencia a las DNA 
poliJAerasas participantes. "Estas lnvestlgaclones serán capaces de 
proporcionar, a largo plazo, los conoclmlentos necesarios para 
poder transferir mater1al genótlco de una semilla a otra con el 
objetivo de proporcionar a la segunda ciertas capacidades que la 
ayudarán a llevar a cabo una germinación más exl tosa" (palabras 
del Dr. Jorge Vázquez). 
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2.2 EL M A 1 Z. 

GENERALIDADES 

2. 2.1. CLASIFICACION TAXONÓllICA DEL KA12 

El maiz es un vegetal herbáceo cuya clasl.f lcac16n taxonómica se 
muestra a contlnuac16n: (Robles, 1976) 

Reino ••••••••••. vegetal 
Dlvia16n •..•••.• traqueofl ta 
SUbd1v1s16n ••••• pteropslde 
Clase ••••••••••• angiosperma 
Subclase •••••.•• monocotiledónea 
Grupo ••••••••••• glwnlflora 
Orden ••••••••••• gramlnales 
Fudlla ••••••..• gramlneas 
Tribu ••••••••••• maydeae 
Género •••••••••• Zea 
Especie ••••••••• maye 

2. 2. 2. USOS DEL llAIZ 

El malz tiene amplio aprovechamiento en el consumo humano y 
animal as! como en la industria. La superficie dedicada al cultivo 
del malz en México es ocho veces mayor que la que se destina al 
cul tlvo de trigo y hay cuarenta veces más productores de malz que 
de trigo (Robles, 19761. 

,Es una planta muy útil pues de ella se aprovechan casi todas sus 
partes: tallos y hojas secos (rastrojo) como alimento del ganado; 
las hojas y brácteas secas para envolver tabaco y hacer cigarros 
as1 como envoltura de tamales. Las ·mazorcas tiernas (elotes), ya 
tostadas o cocidas, son apreciadas en la alimentación; los granos 
secos son utilizados para hacer. tortillas. atoles, tamales, 
pinole, bebidas alcoh611cas diversas y otros productos; las 
mazorcas desgranadas (olotes) se utlllzan como combustible y los 
11 cabellltos de elote'" como diuréticos. La Flg. 2.2 muestra los 
diversos órganos de la planta de maiz (Robles, 1976). 

El endospermo es rico en almidón y pobre en protelnas; el embrión 
contiene una proporción regular de grasas, más que otros cereales. 
Se utiliza en gran proporción para engorde de ganado pero por la 
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baja proporción de protelna debe suplementarse con productos ricos 
en ellas. Su harina, debido a la escasez de proteinas, tiene una 
paniflcac16n diferente a la del trigo, por ello los prehispánicos 
resolvieron este problema inventando la tortilla (Robles, 1976). 

Fig. 2.2. Planta de malz y sus diversos órganos. 
(Rulz-Oronoz, et aJ., 1966). 
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2. 2. 3. ORICDI, RAZAS Y ADAPrABil.tDAD DEL llAIZ 

~ ORIGEN CITOGE:NE:TlCO 

La palabra malz proviene de una lengua del Carlbe. Los espaftoles 
toaaron el vocablo de un dialecto de la isla de Hal ti cuyos 
aborlgenes le llamaban •1nah1z• (Robles, 1976). 

Al principio de la conquista los espatioles le llamaban "Panizo"'. 
Hasta azed1ados de 1700 se le dieron muchas denom.lnaclones en 
Europa, por ejemplo: PanJCU1J 0 Trltlcum frumentua, HJJJwn lnd.lcum, 
entre otras. Hasta 1735, cuando Carlos Llnneo lo descrlb16 y 
clas1flc6, fue conocida con el notnbre de Zea mys L (Robles~ 

'1976). 

Con respecto a su origen cltogenétlco los ancestros silvestres del 
•aiz no se han encontrado pero su evoluc16n se ha conocido a 
través de estudios arqueológicos y paleobotá.nlcos. Se esgrimen 
diversas teor1as que tratan de explicar el origen de esta especie 
vegetal. Al teoc1ntle, vegetal nativo de la región del sur de 
México y en colindancla con Guatemala, se le considera como el 
pariente más cercano del malz (Figura 2.3). 

Seg\ln Hangelsdorf (1974.), para que el 1Aa1z haya alcanzado la 
dlstrlbuc16n geográfica que tiene actualmente y el grado de 
varlac16n genética que observa desde su nlvel silvestre 
(Teoclntle) hasta su nivel cultivado, tuvieron que haber 
intervenido la •lgraclón, la mutación, la recomb1nac16n glmlca y 
la selecc16n prlnclpalmente. 

El teoclntle al ser domesticado perdió sus defensns naturales, por 
lo que el m.alz cultivado no puede susbslstlr sin el cuidado del 
hombre. 

Estudios realizados en fósiles y demás objetos de interés 
arqueol6glcos informan que el aaiz e•pezó a domesticarse 
1proxlaadamente hace S-6 tall a.ftos en el terrltorlo de lo que hoy 
es el valle de Tehuaclin, Puebla y en el norte del estado de 
Oaxaca. 

Con la 1nformac:t6n disponible, el maiz pritnltivo debe haber tenido 
las siguientes caracterlsticas dlstlntlvas: 11azorcas pequefias de 2 
a 6 cm. de longl tud y de cu11lro a ocho hileras de granos; en parte 
o total•ente cubierta por br;icteas. Granos pequeftos, palomeros, 
tunicados y de colores obscuros. 

Huchas variedades evolucionaron hacia un mayor tamaf\o de semilla 
y/o mazorca. A la fecha, en el germoplas11a reunido en los bancos 
genéticos, se dispone de una gran varlabilldad desde granos muy 
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Flg. 2. 3. (A) Mazorcas de malz y (B) espigas p1st1 ladas de 
~. Adaptado de Hangelsdorr (1974). 
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pequef\os (de 11enos de S mm), hasta granos auy grandes como la 
variedad •cuzco gigante" del Perll, alrededor de 2. S cm de 
longitud. Asi 1 se podrán observar variedades que difieren entre s1 
en varios aspectos: taaal\o de la aazorca, altura de la planta, 
nllmero de mazorcas por plantas, color de grano: variedades 
adaptadas a baja temperatura o a reglones c6.lidas (Fl11. 2. 4) 
(Hangelsdorf, 1974). 

En general, con una diversidad gen~tlca. que se adapta a auy 
variadas condiciones ecol6gicas. Todo lo anterior permite realizar 
au cultivo en muchas regiones a¡rlcolas, lo que explica su gran 
i•portancia no s6lo nacional sino mundial . 

. El aaiz utilizado en la presente investigación pertenece al grupo 
de Raza• llOderna• lnciplentea las cuales fueron desarrolladas 
después de la conquista y actual11ente no han alcanzado uniformidad 
racial. Se han reconocido 4 razas: chalquef\o, celaya, cónico 
nortef\o y bolita (Robles, 1976). 
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Flg. 2.4 Var1ac16n en el tomar.o, color y textura del endospermo de 
las mazorcas de t.'laiz del Hem1sfcr1o. A, Chullpl (peruano); B, 
Plrlc1nco (peruano); C, cónlco (mu>tlcano)¡ O, Tuxpef\o; E, Jala 
(rnexlcano); F. Corn belt (U.5.A. ); G, Jlorthern Fl1nt (U.S.A); H, 
Cuzco Gigante (peruano) (Hangelsdorf, 1974). 



2.3 SEMILLA DE MAIZ Y GERMINACION 

2. 3.1. ANATOMÍA DE LA SDIILLA 

La semilla es el óvulo fecundado, transformado y maduro de las 
plantas fanerógamas. Además, la semilla es la forma mediante la 
cual un nuevo individuo se dispersa teniendo a su cargo la función 
reproductora para perpetuar la especie (Flg. 2. 5) (Robles, 1976). 

P9dúnculo 

CYblcrt• &emlnel 
Endo1permo córneo lcrltt11\no)~ 
End01p9rmo 1mll•C90 lo~J 

Collloddn 1 Col16p1llo 

Phlmula 

Embflón 

R~fcula 

Clllptrl 
Col1orr11, 

Flg. 2.5. Anatomia de la semilla de maiz (Bldwell, 1990). 
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La semilla de ma1z está constituida por las siguientes 
estructuras: 1) testa, 2) capa de células de aleurona, 3) 
endospermo, 4) capa de células epiteliales. 5) escutelo, 6) 
coleóptilo, 7) plúmula, 8) nudo cotlledonar, 9) rad1cula y 10) 
coleorriza (Robles, 1976). 

1. La testa es la pared del ovario desarrollado y maduro. En el 
ma1z este tejido se presenta como una delgada pel1cula y por lo 
mismo, no se puede diferenciar en pericarpio, mesocarpio Y 
endocarpio, constituyendo as1 una sola estructura. La testa está 
formada por dos capas: la más externa proviene de la primina y la 
interna - denominada tegmen -de la secundina; írecuentemente no es 
posible diierenciar ambas capas entre si. 

Existe una considerable variación en la anatomla de la testa la 
cual ha sido utilizada para distinguir taxonómicamente entre 
diferentes géneros y especies, 

La testa es w1a parte de considerable importancia para la semilla 
ya que es la barrera protectora entre el embrión y el medio 
externo. La testa está impregnada de ceras y grasas asl como de 
células mucilaginosas que revientan en contacto con el agua, 
proveyendo de una barrera que retiene el agua alrededor de las 
semillas. 

En la testa se distinguen el hillo y el micrópilo: el hilio es la 
cicatriz que corresponde a la inserción del funlculo con la 
semilla. El micrópilo es un diminuto orificio. cerca del hilio o 
en otra zona, según sea la posición del óvulo con respecto al 
funiculo y la forma de la semilla. El micrópilo permite el acceso 
del aire y del agua al embrión y es el orificio por donde sale la 
radlcula al germinar la semillas. 

2. La alcurona es una sustancia proteica en forma de pequeños 
granos que se encuentran en la capa externa del endospermo. Actúa 
como sustancia de reserva y se consume durante la germinación. 

3. El endospermo es un tejido nutritivo que se produce en el saco 
,embrionario y que persiste en la semilla madura como almacén de 
reservas las cuales se utilizan en el desarrollo del embrión y de 
la pequen.a plántula durante la germinación. 

4. El epitelio es un tejido que cubre la superficie externa del 
embrión formando una delgada capa protectora. 

S. El cscutelo en los frutos de las mOnocotlledóneas -como en el 
maiz- es una estructura discoidea gruesa que se localiza entre el 
embrión y el endospermo y que representa el cotiledón únlco el 
cual actúa como órgano de succión en favor de la nutrición del 
embrión durante la germinación. 
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6. El coleóptilo es una cubierta que rodea a la yema plumular y 
forma a la primera hoja por encima del cotiledón en las gramineas 
y rodea el extremo del talluelo y a las hojas incipientes. Sirve 
como protección de la plúmula durante la germ1nac16n. 

7. La plúmula es la yema del embrión en una semilla que c.lará 
origen a la parte aérea de la planta. 

B. El nudo cotlledonar se conoce también como corona y se 
encuentra entre la plúmula y la radicula. 

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

10. La coleorr1za es una funda que rodea la raiz del embrión en 
las gramineas. 

~ EL EHBRIÓN 

El embrión está constituido por el eje embrionario y uno o más 
cotiledones. El eJe está formado por la raiz embrionaria 
(radicula) 1 el hlpocotllo Cal cual los cotiledones están unidos) y 
el ápice de la raiz con la primera hoJa verdadera (la plúmula) 
(Robles, 1976). 

En una semilla monocotiledónea es dificil identificar cada una de 
estas partes. El cotiledón es muy reducido y se modifica en forma 
de escutelo; la cubierta basal del cotiledón es elongada y forma 
el coleóptllo cubriendo las primeras hojas y en algunas especies, 
como el maiz, el hipocotllo es modificado a formar mesocotllo. La 
coleorrlza está guardada· en la base de la cubierta del hipocoti lo, 
la radlcula. 

z. 3. 2 GEJlllINACI!'.11 DE SDIILLAS 

Desde el aomento en que termina la foraaclón del embrión las 
células suspenden su división y atenúan considerablemente sus 
funciones de resp1raci6n y nutric16n iniciando el periodo de vida 
!;~~~e que dura hasta que~ comienza la germinación (Bidwell, 

Poaterloraente, cuando una seallla de maiz se coloca bajo 
condiciones f'avorables de humedad y temperatura la actividad del 
creclaiento y desarrollo se reanuda en el embrión. 

Desde el punto de vista botánico se dice que una semilla ha 
GERMINADO cuando la raiz se alarga y rompe la testa. A 
contlnuaci6n, la plúmula y su vaina que la envuelve, el 
cole6ptilo1 empiezan a alargarse y también se abren paso a través 
de la testa. 
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Al princlplo el coleóptllo crece má.s rápidamente que la plUmula, 
pero cuando llega a la superflcle del suelo y queda expuesta a la 
luz deja de crecer y la plúmula emerge a través de un é.plce (Fia. 
2.6) (Bldwell, 1990). 

. ....... :'"!.' -'':''.-,. .. ~ 
Gref\OcS.m.f:r. .. :\; 

• ~·,, R•il .. . :'· 

R.titul• ptím.l• .:. 

Flg. 2.6, Gerra1nac16n de una semllla de rnalz (Bldwell, 1990) 
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cuando los estudios en semillas se ref'leren en este sentido con 
respecto a la germ1naci6n es porque el interés es el moni toreo del 
establecimiento de una planta vigorosa de valor agronómico. 

Sin embargo, la germ1nac16n definida desde el punto de vista 
bioquimlco se considera como el conjunto de eventos metabólicos 
que provocan en la semilla deshidratada la activación de un estado 
aetab611co latente, apenas detectable. a un metabolismo vigoroso 
en el periodo de tiempo que comprende. desde la entrada de agua. 
hasta el inicio de la primera división celular (obsérvese que no 
se mencionó elongación celular la cual puede ocurrir sin ninguna 
división celular previa). 

~ FIS!OLOGIA DE LA GliRHINACIÓN 

Desde el punto de vista agronómico, la germinación comienza 
cuando, en la semilla aletargada o en reposo, se activa la 
maquinar la bioquimica conservada y se desencadenan los procesos 
metabólicos. El fin de la germinación colnclde con la iniciación 
de la actividad fotoslntétlca, lo que altera totalmente el 
metabolismo de la plántula nacida de la semilla. 

Numerosos especialistas en fisiologia vegetal fijan el momento de 
la germinación cuando la radlcula rompe la testa. Los analistas de 
semillas toman como término germinación el momento, bastante 
impreciso, en que las plántulas surgidas de las semillas están 
completas y se puede apreciar la Integridad de sus estructuras. 

Se fijan dos fases en la germinación: la de lnlciaci6n, que 
termina con la salida de la radicula y la de tnovil1zaci6n de 
reservas que ten1lna con la nascencia o establecimiento de la 
pl6ntula (Bewley y Black, 1986 J. 

Sin embargo, desde el punto de vista bloqulmlco los eventos 
geralnativos se dividen en: 

J) 'J'EMPRAHOS: hidratación, producción de ATP, 1nlclaci6n de la 
slntesis de RNA, slntesis de protelnas y reparación del DNA. 

JJ) TARD10S: expansión celular, replicación de DNA y movilización 
de reservas (Bewley y Black, 1986). 

A) ABSORCióN DE AGUA 

Para la activación del metabolismo y la subsiguiente germinación 
la hidratación es una cond1c16n indispensable en las semillas 
secas. La absorción de agua suele efectuarse en tres fases; una 
Case inicial de ré.pida absorción. una f'ase intermedia en la cual 
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el contenido de agua de la semllla permanece casi constante y una 
fase final de intensa absorción que está relacionada con el 
alargamiento de las células y la aparición de la radlcula (Bewley 
y Black, 1986). 

B) lllBIBICIÓN 

Constituye un fenómeno fislco que llene también lugar en las 
semillas muertas o aletargadas y va acompaf\ado por desprendimiento 
de calor. Esta es la primera fase. Está relacionada con la 
diferencia de potencial hidrlco existente entre la semilla y el 
sustrato húmedo en el que éstas se encuentran. 

Las proteinas constl tuyen el principal componente de las semillas 
que contienen coloides que absorben agua; también lo hacen los 
mucilagos y las sustancias péctlcas¡ por el contrario, el almidón 
no interviene en este proceso porque sólo absorbe agua en 
condiciones ácidas y con al tas temperaturas (Bewley y Black, 
1986). 

C) RESPIRACil'.lf 

cuando las semillas se humedecen se produce un rápido 
desprendimiento de los gases absorbidos por los coloides 
existentes en el grano. 

A continuación comienza la respiración que, en chicharos, se 
detecta ya a los 15 minutos de haber coaenzado la imbibic16n. 

La respiración de las sealllas secas es muy ·baja y apenas 
detectable. En aalz se han medido producciones de O. 7 mg de 
dióxido de carbono por cada 100 g de peso seco en 24 horas para 
una humedad del grano de 11 X ; esta cifra sube hasta los 60 mg 
cuando la humedad del grano alcanza 18 X. 

Segán Bewley y Black (1986) la respiración se desarrolla en tres 
fases en numerosas semillas, especial•ente en las leguminosas. 

En la primera fase existe una rápida absorción de oxigeno que, en 
el chlcharo, dura unas diez horas desde el coaienzo de la 
imbibición. A continuación, sobreviene una fase de meseta en la 
cual la cantidad de oxigeno absorbido no aumenta; sin embargo, 
sigue produciéndose dióxido de carbono coao consecuencia de un 
fenómeno de respiración anaerobia o fermentación. 

, Una vez .que la radlcula ha abierto la testa, el aumento de la 
disponibilidad de oxigeno conduce, a su veZ, a un a\llleilto de la 
disponibilidad de respiración y de la actividad aetab611ca en 
general. Uno de los fenómenos observables es la movllizacl6n de 
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las reservas que suministran abundante sustrato para los 
subsiguientes procesos respiratorios, mucho más eficaces 
energétlcamente que los anteriores. 

O) SINTESIS DE ACIOOS NUCLEICOS Y PllOTEINAS 

La sintesis de ácidos nucleicos y proteinas se inicia después de 
la 1mbiblc16n de la semilla. 

En embriones de centeno se ha detectado RNA nuclear a los 10 min 
de la imblb1c16n. El tiempo de iniciación de la sintesis de· 
proteinas en centeno es en 10-15 mln después de la imbibición 
(Roberts et al., 1973; Sen y Osborne, 1977) tiempo al cual se 
detecta RNA en el el toplasma. 

Se ha reportado la existencia de RNAm en embriones de semillas 
quiescentes de cereales y se ha postulado que se requiere RNAm 
para la rápida actividad metab611ca en la semllla durante la 
germinación. 

La sintesis de proteinas comienza minutos después de !nielada la 
imbib1c16n, cuando las células están completamente hidratadas, lo 
cual permite que los rlbosomas se asocien al RNAm. 

Se han encontrado dos tipos de RNAm en embriones de semlllas: 

1) Residuales: producidos durante el desarollo de la semllla y que 
no se destruyeron durante la maduración tardla y la desecación y 
que pueden ser degradados después de lnlclada la hidratación 
(Brooker et al., 1977). 

2) RNAm almacenado, el cual es sintetizado durante el desarrollo 
de la semllla por lo que éstos están disponibles· inmediatamente 
después de Iniciada la hidratación y pueden ser traducidos a 
proteinas por ser parte Integral de la germinación (Brooker et 
al., 1977). 

Los precursores r1bonucle6sidos trifosfatos ATP, GTP, CTP y UTP 
están PJ:'esentes en cantidades pequeftas en embriones secos de trigo 
y aW1entan rápidamente durante las etapas tempranas de la 
gera1nac16n (Bewley y Black, 1986). 

En ellbriones secos de trigo existe la maquinaria necesaria para la 
slntesis de proteinas y ésta se inicia dentro de los primeros 
•1nutos de la 1mb1blci6n. 

Se ha demostrado que la slntesis de proteinas en esta etapa de la 
gerelnación está gulada por RNAm previamente sintetizado CRNAm. 
almacenado) y que la sintesls temprana de proteinas no requiere de 
la transcripción temprana, funcionando principalmente con RNA.m 
al•acenado. Sin embargo 1 entre eatos RNAm se encuentran aquellos 
que codifican para proteinas de reserva de la semilla lo que 
apoyarla la afirmación de que ese RNAm no es importante en los 
primeros eventos de la germlnac16n. 
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E) S!KTESIS DE llllA 

La existencia de daftos en la cromatina es muy conocida desde 
prlnclplos de siglo ya que se observaba un aumento en el número de 
aberraciones cromos6micas en plántulas procedentes de semillas 
viejas que f'recuentemente daban lugar a una elevada proporc16n de 
plantas anormales. Se ha demostrado la existencia de estos dalSos 
del DNA mediante técnicas c1tol6glcas y b1oqu1m1eas. 

Se ha reportado que la s1ntes1s de DNA a tiempos tempranos de la 
germlnac16n de malz es de Upo reparativa (Zarain et al., 1987} y 
en embriones de semillas se han descrito sistemas de reparación 
que actúan una vez que los tejidos se hidratan CVelem:lnsky y 
Glchner, 1978). Tiempo después se dispara la slntesls repllcativa 
en aaiz alrededor de las 15 h de la germinación (Baiza et al . • 
1989) por lo que la s1ntes1s reparativa es un fenómeno normal de 
la germlnac16n temprana. No obstante. el inicio de la slntesls 
replicatlva del DNA es variable entre especies vegetales y se ha 
observado desde las 4 h hasta las 12 h después del lnJclo de 
la lmb1b1c16n (Chen y Osborne, 1970; Buchotdcz et al .• 1978; Baiza 
et &l., 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 
pollmerasas DNA-dependlentes. Estas enzimas han sido denominadas 
con letras griegas de acuerdo al orden en que fueron descubiertas: 
a:, p, 7, a y c. Todas esté.n confinadas al núcleo, siendo la •· la 
Wllca que también se encuentra en mltocondrlas. Es de hacer notar 
que en la fracción cltoplé.smlca también se detecta actividad DNA 
pollmer izan te. 

En el caso de las DNA poUmerasas vegetales, se han descrito DNA 
pollmerasas tipos a, f3 y 'l· Las tres enzimas se encuentran en el 
núcleo, sin embargo la '1 es también una enzima mltocondrlal y 
eloroplástlca. El citoplasma también presenta actividad 
pollmerlzante. 

La dlstlnclón de las DNA pollmerasas se ha llevado a cabo con base 
en sus diferentes propiedades: comportamiento cromatogré.fico, 
respuesta a inhlbidores y actividad con diferentes templados. 

Una l1mltac16n importante en el estudio de las distintas DNA 
pollmerasas es la elección de las condiciones adecuadas de ensayo 
para cada una de ellas. Un ensayo enzlmoitico de esta naturaleza 
incluye de manera importante la elecc16n del templado: puede ser 
DNA nativo, DNA desnaturalizado, DNA con muescas, DNA cortado o 
una gran variedad de pares de homopolimero-prlmer que difieran en 
taman.o, pentosa y base. 

Además, los componentes del extracto crudo tales como el DNA y RNA 
mensajeros, pol ianiones, sales y otros influyen sobre el 
templado-primer y las enzimas por lo que la caracterización de las 
enzimas en extractos crudos deben considerarse con gran cuidado. 

El templado de uso mois extendido es el DNA activado desarrollado 
por Kornberg en uno de los pr !meros trabajos con las DNA 
pollmerasas de E. coll (Aposhlan y Kornberg, 1962). 

Posteriormente, el desarrollo de homopolimeros sintéticos como 
templados ofreció una gran ayuda a la lnvestlgac16n de nuevas DNA 
pollmerasas: inicialmente y de forma importante hacia el 
conocimiento de las DNA pollmerasas virales. 

Un ejemplo notable lo constituye el descubrimiento de un tipo 
especial de DHA pollmerasas-RNA dependientes a las cuales se les 
denomln6 transcrlptasas reversas; dichas enzimas son capaces de 
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sintetizar DNA a partir de un templado de RNA. Actúan sobre 
templados sintéticos tales como polyx-ollgoz (en donde x y z 
representan cualquier par de rNTP-dNTP capaces de aparearse en las 
cadenas de RNA-DNA según las reglas de Watson y Crick: G-C y U-A). 
La ut1lizac16n In vltro de estos templados simula las condiciones 
en las cuales la enzima actúa ln vlvo. 

Se ha observado que los diferentes grupos de DNA pollmerasas 
presentan claras preferencias por algún templado en particular, lo 
cual ha sido una herramienta importante en su clasif1caci6n por lo 
que, al igual que la utlllzaci6n de lnhibidores, la utillzac16n de 
templado por las enzimas es una caracteristica importante de las 
mismas. 

Asimismo, la capacidad de las DNA pol!merasas para reconocer 
cierto tipo de secuencias y estrucluras del templado-primer 
utilizado da la pauta para establecer algunas consideraciones 
acerca del probable papel funcional de la enzima dentro de la 
célula. 

Existen una gran diversidad de templados naturales y artificiales 
que han sido diseriados con el objeto de establecer las mejores 
condiciones de ensayo para cada una de las DNA pollmerasas 
estudiadas de las lflUY diversas fuentes: virus, bacterias, 
levaduras, animales, plantas superiores etc. 

Aunado a lo anterior, es claro hoy en dia que la naturaleza del 
cati6n divalente ejerce una gran influencia sobre la actividad 
DNA-polimerizante con cualquier templado. 

La Tabla 2.1 presenta un resumen de las propiedades má.s 
importantes de cada uno de los cinco grupos descritos de DNA 
pollinerasas de células eucar16ticas. 

2.4.1. l»IA POLillERASA ALFA DE ANlllALES 

~ ESTRIJG1VRA Y ACTIVIDADES CATALITICAS 

A) Estructura 

Pol a: está. compuesta por cuatro sub~idades: (Kornberg y Baker, 
1992). 

- Una subunidad grande de PH 165-180 KDa 
- Tres subunidades de PH de 50, 60 y 70 cada una. 
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Tabla 2.1. Propiedades do las IfiA pollmcraaas do células oucar16ticaeª 

ex ó 

Designaci6n previa para ex ó, Ól 

-1f'eros 

Daaignac16n en levaduras pol 1 pol Ill 

Geno en levadura11 
POL l POL3 

Pe•o molecular tKDaJ 

Nativo 250 170 

Centro catal1 tlco m- 125 

Otras aubunidadea 7o, 
60

so. •• 
Localización núc 1 eo núc 1 eo 

Ftmciones -ociadas 

Exonucleasa 3'- 5' no 
e ai 

Pr111asa .. 1 no 

Propiedades 
Respueata a f'actores 

ai no awti l larea de a. 
Respuesta a PCNA no ai 
Templado prof'erido ac~re.do poi Id A-

ol l9odT 
catión divalente •• •• 
Procesividad Baja Alt.a (d) 

Fidelidad Al t.a Al la 

Inhibidorea 

NaCl (0.15 K) Inhibo Inhibe 
.Uiclicolina Inhibe lnhl be 
N-etilaalolmlda: llD! Inhibo tnhl be 
BuUU"enil dGTP lfl• 100 µH 
Dldo•oxi-NTPs Real ate +/-Rea. 

Ropl1cac16n si si 

Roparaclon No 

a) Adaptado de ~ornborv y Daker, 1992 

b) •ltoc. • •ltocondrla 
e) Act.lvldad cript.lca en Droaorlla 
d) En preaencla de PCMA 
a) +/- • aadlanaaonto roal•t.ont.o "!t 

llOTAi Loa dato• no lndlcadoa ae 
desconocen a la rocha. 
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La actividad de DNA pol « está asociada con la subunldad de 180 
KDa. La DNA pollmcrasa a. es la única enzima de mamlferos que es 
capaz de iniciar la slntesis de DNA de novo en ausencia de un 
extremo 3'-0H de un primer. Esta actividad reside en un 
heterodimero de 60 y 50-kDa (Kaguni et al., 1983; Suzukl et al., 
1985; Plevanl et al., 1985). 

B) Papel f'unc1onal de la mA polimcrasa alfa 

Huchas lineas de evidencia soportan un papel directo de pol a. en 
la replicación del DNA cromos6mico: 

1) El nivel de pol « es más alto en los tejidos en rápida 
•división celular y en llnfocltos que han sido estimulados con 
mlt6genos (Bertazzoni et al., 1976) siendo detectada en bajos 
niveles en células quiescentes (Cralg et al., 1975). 

2) Anticuerpos monoclonales dirigidos contra pol et inhiben la 
repllcac16n del DNA celular en rnlcleos permeables o cuando se 
inyectan directamente al cultivo de células de mamlferos CMiller 
et al., 1985). 

3) Extractos de células HeLa depletadas de pol a. por 
inmunoprec1pltac16n no realizan la replicación ln vJtro del DNA de 
SV40. La replicación se restaura por la adlci6n de la pol « 
apropiada (Murakaml et al., 1986). 

Todas estas· evidencias experimentales muestras que · pol « se 
requiere en la replicación del DNA cromos6mlco. 

Por su mediana proceslv l~ad se cree que toma parte en la slntesls 
de la cadena lagglng o discontinua en la horquU la de replicación. 

C) Actividad exonucleaaa aaociada 

'solamente la pol a. de Drosophlla melanogaster ha presentado una 
actividad exonucleasa 3'-5' autocorrectiva que al parecer es 
exclusiva de este insecto porque no se ha encontrado en pol « 
humana nl otras (Wernet te y Kagunl, 1986). 

D) Re•pue•ta a inhlbldores 

. Es sensible a NEM (lo que implica grupos sulfhidrllo esenciales). 
a afldicolina y arablnosil-NTPs pero es resistente a ddNTPs. 
También se inhibe con bajas concentraciones salinas. 
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2. 4. 2. llllA POLillERASA AJ.FA DE PLANTAS 

Es una enzima de al to peso molecular y es la mayormente estudiada 
en vegetales. Las mejor caracterizadas son las enzimas de espinaca 
(Hlsum1 y \lelssbach, 1982), trigo (Castrovlejo et al., 1979), 
perlvlnca (Gardner y Kado, 1976), arroz (Amllenl et al., 1979) y 
aaiz (Vá.zquez, 1986; Coello, 1989). 

Se han descrito propiedades de las~ DNA pol a: de coliflor (Fukasawa 
et al, 1980), chlcharo (Stevens y Bryant, 1978), soya 
(O' Allesandro et al., 1989) y otros. 

Sdlamente en las enzimas de trigo, espinaca y arroz se ha 
utilizado afldlcollna como lnhlbldor especifico. Su mecanismo de 
acción parece ser el mismo que en animales: se observa lnhlblclón 
competitiva con dCTP (Sala et al., 1980). 

Son incapaces de usar pollrA-ollgodT como templado al igual que 
las DNA pol « animales. Se inhiben con al ta fuerza iónica y en el 
caso de trigo. la enzima es altamente resistente a ddTTP 
(Castroviejo et al., 1982). 

Su actividad se correlaciona directamente con la replicación 
cromos6mica y la actividad mitótica. 

2.4.3. ~ POLillERASA BETA DE ANIMALES 

L.a DNA pollmerasa fJ aislada de todas las especies de vertebrados 
estudiadas es una proteina de bajo peso molecular. de 
aproxlaadamente 40 KDa (Sakaguchi y Boyd. 1985). No se ha 
encontrado una enzima homóloga en función en levaduras ni otros 
eucarlotes inf'eriores. 

Su mayor actividad coincide con el pico de reparación del DNA y 
ainima replicación del mismo. Participa en los mecanismos de 
reparación del DNA dariado con la luz UV. Su actividad en células 
en crecimiento es apenas del t-10% del correspondiente a la DNA 
poll•erasa a. Su punto lsoeléctrico básico evita su adsorción en 
DEAE-celulosa y tiende a permanecer Wlida a estructuras nucleares 
(Kornberg y Baker. 1992). 

La polimerización que realiza es distributiva.: inserta un solo 
desoxlrlbonucle6tldo y se disocia posteriormente del molde, sln 

~:ba;:20~1aeld:r~::c~~ó~~o~~~ivt!;l:1 ::~~~~r~:~t~::l~n ::;s~~; =~ 
poll11erizaclón es 11.ás proccslva insertando de 4 a 6 residuos por 
ciclo de 1nt.eracc16n con el prlmor (Wilson et al ••. 1988). 

Su templado preferido es el DHA activado pero puede utilizar 
poltrA-ollgodT. Es sensible a Iones fosfato. No presenta actlvid3d 
exonucleasa lntrinseca. 
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Con respecto a su respuesta a inhibidores. posee caracteristicas 
únicas que la distinguen de las demi\s: es insensible a 
afidicolina, a agentes bloqueadores de sulfidrUo y a bulil-fen1l 
dGTP pero es sensible a ddNTPs. Su actividad es estimulada con 
sales (Kornberg y Baker. 1992.). 

2.4.4. llNA POLillLRASA BETA DE PLANTAS 

No se ha encontrado hasta el momento en vegetales una enzima 
estrictamente similar a la DNA polimerasa 13 anh1.al. 

Se ha descrito una DNA pollm.erasa de bajo PM en remolacha (Tymonko 
y Dunham, 1977), chlcharo (Cht.vers y Bryant, 1983) pero solamente 

. en trigo ha sido aislada a pureza (Castroviejo et al, 1990). 

En el caso de trigo, la enzima de bajo PH comparte las 
caracter1.sticas descritas para las DNA pollmerasas f3 animales en 
cuanto a su resistencia a afldlcolina, sensibilidad a ddNTP y 
bromuro de etldlo, asl como el reconocimiento parcial de 
pollrA-oligodT pero en todos los casos de enzimas vegetales las 
DNA pollmerasas fJ-llke son muy sensibles a NEH en contraste con la 
gran resistencia de las DNA polimerasas 13 animales a 
concentraciones arriba de 2.0 mH.. 

El hecho de que este tipo de enzima no haya sido encontrada en 
otros especies vegetales se ha. atribuido a la presencia de 
lnhibidores de su actividad que eluyen junto con ella en la 
fracc16n de lavado en DEAE-celulosa. En el caso de trigo, éste 
1nhib1dor se elimin6 mediante un paso cromatográfico por 
foefocelulosa. Otra posibilidad es que la enzima se degrade sl la 
actividad proteasa no se inhibe lo suficiente durante el proceso 
de pur1f1caci6n (CastroViejo et al., 1990). 

2. 4. S. IllA POLIKERASA GAMA DE AHil!ALJ::S 

'La DNA polimerasa 7 es requerida para la repllcac16n del DNA 
mitocondrial pero es codificada en núcleo (Adler y Modrlch, 1979). 

Su estructura ha sido controverslal debido a la poca cantidad de 
esta enzima y a la degradaci6n proteolitlca presente durante su 
purificación lo que hace dificil su estudio (Wernette y K.agunl, 
1986). 

- En embrión de pollo es un heterodimero de 47-kDa cada subunldad 
(Yamaguchl et al.. 1980 a ; Yamaguchi et al., 1982). 
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- En D. melanogsster está compuesta por un pollpéptldo de 125-kDa 
(catal1tlco) y una subunldad adicional de 35-kDa (Wernette y 
l(agun1, 1986). 

- La DNA polirnerasa purlílcada de Xenopus laev1s es solo un 
pollpéptldo de 104 KD asociado con la actividad catalitica 
(Jnsdorf y Bogenhagen, 1989), 
- L.a DNA pollmerasa mitocondrlal de levaduras es una proteina de 

143.5-kDa (foury, 1989). 

Es propensa a formar agregados, ademé.s de que muestra una 
naturaleza rnuy heterogénea al ser purificada. L.a en:zlma humana ha 
mostrado un PM que varia de 110 a 300-kDa. 

Esta enzima no solamente está presente en tnltocondria sino también 
en núcleo, con f"uncl6n desconocida; sin embargo. a pesar de 
encontrarse en ambos organe los, su conc:entrac16n es mucho menor en 
comparaclón con las ONA pol a y jl (Kornberg y Baker, 1992). 

Se le denominó transcrlptasa reversa de células animales al 
descubrir que prefiere ribohomopolimeros sintéticas como 
templados. Sin embargo, esta enzima difiere de la transcriptasa 
reversa viral en su incapacidad para utilizar templados de RNA 
natural as1 como en la. ausencia de actividad RNAsa asociada. 
Ademáis~ ambas enzimas son antigénlcamente no relacionadas. En su 
actividad sobre polirA-ollgodT se distingue de la DNA pol f? en que 
no se inhibe con íosfato CKornberg y Baker, 1992.). 

Las enzimas mltocondriales son insensibles a afldicolina pero 
sensibles a NEM y moderadamente lnhlblda por ddITP. Se ha 
reportado como altamente proceslva en la sintesls de DNA. 

2.4.6. DllA POLillEllASA CAMA DE Pl.AllTAS 

Con base en el criterio de que una DNA pol 1' es una enz.lma que 
reconoce con mayor eflclencla poU.rA-ollgodT que al DNA activado, 
se han estudiado tres de estas enzimas en plantas: 

a) La enzima cloroplástlca de espinaca (Sala et al., 1980), 
b) Las DNA poll11.erasas organelares de soya (Helnhorst et al •• 
1990) y 
e) La DNA polimerasa 7 nuclear de malz (Meléndez, 1990). 

A contlnuac16n se presentan algunos cuadros comparaU.vos de las 
caracteristlcas más ltnpotantes de las DNA pollinerasas 
mi tocondr1ales y cloroplé.sllc:as de varios vegetales con respecto a 
las DNA poll111erasas animales y otras. 

La Tabla 2. 2 muestra tas caracter1st1cas de las DNA pollraerasas 
m.1 tocondrinles vegetales y se contrastan con el consenso 
establecido para la. DHA pollmerasa 7-anlmal. 
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TABLA 2. 2. Propiedades de las DNA polimerasas 
mi tocondriales vegetales y 7-a.nimales. 

TRIGO SOYA 'l ANIMALES 
PROPIEDAD 

Peso Mol. 80-kDa 85-90-kDa 160-300 

Subunldadea nd nd Mul Umero en 
Drosophila o 
único pollpép-
t1do. 

Veces de 
1395 20 Homogeneidad pur1ficac16n 

Actividad nd nd 3'- S' 
nucleasa 

Templado pollc!A- polirA-oligodT polirA-
preferido oligodT polldC-ollgodG ollgodT 

Ut.111zac16n NO Si 51. 2+ de polirA- con Mn2
• oUgodT con Hn 

Catión Hg2+ Hg2+ y Mn2+ Mg
2

• s-12 •" dlvalcnt.e Hn2
•0.1-o. 6•M 

Efecto de nd inhibe no inhibe 
llCHPO• 

J:Cl óptimo nd 125 mH 100 mM 

pH Optimo B nd B-9 

Temperatura 
óptima 35ºc nd 35-37°c 

NDI RESIST INHIBE INHIBE 

AFIDICOLINA RESIST RESISTE RESISTE 

ddTTP INHIBE RESISTE INHIBE 

CLASIFICACION 7- que 7- que 7-mé.s 
FINAL reslst resiste susceptible 

NEM ddTTP a ddTTP que 
vegetales 

llD'EIUJICIA c:T~~g- He1.nhorst 
et al., <XlNSENSD 

et aJ .• 1990 
1981 

nd= no determinado 
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La DNA polimerasa mi tocondrial que se ha aislado con un mayor 
grado de pureza es la de trigo (1395 veces de purificación) 
(Christophe et al., 1981) en comparac16n con la de soya (20 veces) 
(Helnhorst et al., 1990). En ninguno de los dos casos se ha 
determinado el número de subunidades que las componen mientras que 
en animales tampoco hay consenso al respecto. El peso molecular de 
ambas es de aproximadamente la mitad del peso encontrado en 
animales, 

Con respecto al templado preferido, la de trigo no utiliza 
polirA-ollgodT mientras que la de soya si lo utiliza¡ de manera 
similar a la '1 animal. La enzima de soya es capaz de utilizar 
ambos callones Cal igual q~,!? en animales) mientras que la de trigo 
solamente es activa con Hg • 

La respuesta de las tres enzimas frente a la afidicollna es 
idéntica: las tres son resistentes. Frente a los otros dos 
inhibidores hay diferencias importantes: la enzima de trigo es 
resistente a NEM, mientras que la de soya lo es al ddTTP, en 
contraste con la 7-animal que es susceptible a ambos reactivos. 

Finalmente, las enzimas 7 de animales y soya se comportan de 
manera similar con respecto a su respuesta a los iones fosfato 
(ambas se inhiben) y a la concentración óptima de KCl ( 100 y 125 
mH para la 7-anlmal y soya respectivamente). El pH y la 
temperatura óptimos son simllares entre trigo y ;-animal 
(alrededor de 8 y 35°C aproximadamente). 

La Tabla 2. 3 muestra las caracteristicas de las DNA pol lmerasaa 
cloroplá.sticas estudiadas y también se contrastan con la y-animal. 

Las DNA pollmerasas cloroplé.stlcas han presentado un peso 
molecular entre 85 y 105 K.Da contra un rango de 160-300 K.Da en 
7-animal. Solamente en el caso de soya se han obtenido dos picos 
de actividad a través de DE.AE-celulosa (Helnhorst et al., 1990). A 
su vez, solamenle. dos enzimas han sido purificadas a homogeneidad: 
la de chicharo (Hckown y Tewari, 1984) y la del segundo plco de 
soya siguiéndoles en orden de pureza de mayor a menor la del 
primer pico de soya (1388 veces), espinaca (Sala et al., 1980) 
(100 veces) y Jitomate (Serra y Carrlllo, 1990) (gradiente de 
sacarosa). 

Con respecto al templado preferido, solamente espinaca y soya 
responden de manera similar a la 7-animal utilizan1:o 
polirA-oUgodT. En tres enzimas se ha detectado actividad con Mn • 
(en Jitomate no se ha determinado). 

Frente a los diferentes inhibidores se observa una gran 
dislmllltud con la 7-anl1nal: todas se inhiben con afidicollna y 
tres de las cuatro enzimas han presentado resistencia al ddTTP; la 
7-anlmal presenta una actividad contraria con ambos reactivos. Las 
cuatro enzlraas cloropláullcas responden igualmente a NE)(, único 
caso en el cual se comportan igual que 7-anlmal en lo que a 
inhlbldores se trata. 



TABLA 2.3. Propiedades de las DNA polimerasas cloroplástlcaa 
vegetales y .,.-animales 

ClllCllARO ESPlllACA JITI»L\TE SOYA 7 ANIMALES 

PROPIEllAD 

Peso Molecular 90-l<Da IOS kDa 88 KDa liº~o·~a. 160-300 

SUbunidades un nd un 
1 un po 11- Hul t imero en 
péplldo Drosophl la o polipép- poli- 11 .á. .. único pollpép-tldo péptido un pol lp. tido. 

Veces de Homo-
100 

Cred. .. 1 1388 Homogeneidad purlf'icaclón gene 1 dad ••earoae ~!n~Y:!~d 
Actividad 
nucleasa NO nd nd nd 3'- 5' 

Templado DHA 
Pol lrA- DHA polirA-nellvo ~um, 

pref'erido y DHA ol lgodT aetl vado oUgodT 
aellvado ~YI~$; 

Utilización 
de polirA- NO Si 2 + nd co~1Mn2 + 51 
ollgodT con Kn con Hn2

* 

Catión 2+ Hn2+ Hn2+ Hg2
* 5-12 11H He¡ 12 •H 

nd divalente 2• o. 1-1 .. O. 25 aff Mn2
*0.1-o.6mK Kn D. S•H 

JO •K 
Ef'ecto de nd nd nd 1 nhlbo .. no Inhibe 
IDIPO• 50% 

ltCl ópthoo 120 mM 2 OO-l 20aH nd e•tl•ul• 100 1111! 
con t25•H 

pU óptllOO ••PI lo 8 - 9 7.5-8.5 8 8-9 
rango 

Te19P9r•tura nd nd 3oºc nd 35-37°C 
óptl-

NDI Irthl be Inhibo lnhl be Inhibe INHIBE 

AFIDICOLIHA Real ate Re•Jate Rea 1 ate Real ale RESISTE 

ddTtP nd Real ate Real ate Rea I al o INHIBE 

Datos )"-lU:e 7-1 Jke )'-1 lke 
r- .á. 

CUSIFICACIOll aU•CDpt. 1 bJ e 
FINAL 1naur1- ,. •••• t. realat. reclat. . ddTTP quo 

clent.ea ddTTP ddTTP ddTTP 
ve9eta loa 

Hokown Sala Serr• y Holnhorat 
llEFERDICIA 7 Tewarl, et al., Carrllla et a.l., CONSDISO 

1984 1980 1990 1990 

nd=- no determinado 
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La concentración de KCl 6ptimo es de 120. 100-120 y 125 mM para 
chicharo, espinaca y soya res):>ectivamente, de snanera slmllar a la 
7-anlmal ( 100 mMJ. Lo mismo sucede con el pH 6ptlmo: esté. en un 
rango de 7. 5-9 incluyendo a las enzimas de espinaca, Ji tomate. 

:ºY1~ Yr!~e.:';:~1. 3~:c t;:~::t';[s~3~~¿~rn~i~:1~:n~:. Jll~om=~~i:~d:;n~~ 
nucleasa ha sido escasamente ensayada y en el caso de la enzima de 
chlcharo no fue en7ontrada, en contraste con la ;-animal que si la 
presenta. 

En reswnen, las caracteristicas de las DNA polimerasas vegetales 
difieren en gran medida en algunas de los caracteristlcas 
fundamentales propias de las r-anitnales tales como su respuesta a 
1nhib1dores y la utUizaci6n de templados artificiales. Sin 
embargo, se ha observado ciertas caracter lsticas que son 
repetitivas en todos los casos: todas las enzimas son resistentes 
a afldlcollna y, con la única excepción de la enzima mltocondrial 
de trigo, todas son susceptibles a NEM. La Tabla 2. 4 es un resumen 
de las caracterlstlcas de ;-animales y ;-vegetales. 
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TABLA 2.4. CUadro comparativo de las propiedades de 
las tlfA polimerasas gama de vegetales y animales 

PllOPIEll#Jl 7-AHillALES 7-PLANTAS 

Peso Molecular 160-300 KDa BB-IBO KDa 

Su..,!>l"'lJladea Hul timero en Un solo 
DrOsoph'lfa o~ p0lipéptldó 
único polipép-
tJdo. 

Veces de VARIABLE1 

purU'lcac16n Homogeneidad 20, 1000. 1395 y 
Ho•oQono 1 dad 

Actividad 3"- s• No hay consenso nucleasa 
VARIABLE! 

Templado polirA- PolyrA.-oI l9odT/K9 y/o 
preCerldo oligodT DMA •el l vado/M9 D 

PolydC-ol 19odG/M9 

Utlllzaclón YARIA.BLE1 
51 •ICJun•!.'º ullllzan de pollrA- con Mn2

• 
ollsodT con Mn y otra• no 

Callón Mg2
+ s-12 •M 

'fA§!ABLE1 

dlvalente H9 2 • s-12 •" y/o 
Mn2

•o. 1-0. 6•H "" 0.1-0.6 •" 

ECecto de Inhibo al sox • onzlaa 

1:211PO• no inhibe de •oya 
(10 ª"' 

l:Cl ópUao 100 mM 100-125 lllH 

p11 opu- 8-9 7.6 - 9 

Temperatura 35-37°C 30-37 eº ópt1-

llDI INHIBE En qener• l 
INHIBE 

AFIDla>LIIU RESISTE RESISTE 

ddnP INHIBE YAR1ABLES1 
Enzl••• re•l•lonlea 
y ouacopl 1 b lo• 

QJ.SIFICACl<'.W 
7-•ás 

VARUBLEt 
FINAL reslstente 7-r•alal.MEM o 

ddTIP que 7-r••l•l· ddTTP 

animales )'-que no ... 
polyrA-ol lgodT 
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2. 4. 7. D11A POLIMERASAS DELTA Y EPSILON DE ANll!ALES 

El reconoclmlento de las múltiples formas y func16n en la 
repl1cac16n de pol a es uno de los avances más slgnlflcatlvos en 
el campo de las pollmerasas eucarl6tlcas de la última década. 

La DNA pallm.erasa 11!5 se descubr16 en timo de ternera y en médula 
6sea de conejo con hlperplasla (Byrnes et al., 1976¡ Goscln y 
Byrnes, 1982) como una Pollmerasa con actividad lntrlnseca de 3'-
5' exonucleasa (actividad correctora) y se encontró semejante a IX 

en su senslbllldad a afldlcollna y NDt y su resistencia a ddNTP. 

Una de las caracterlstlcas importantes de la DNA pollmerasa li es 
su dependencia por PCNA. Se descubrió que la repllcac16n de SV40 
ln vltro requiere PCNA (lloid y Kelly. 1988). El PCNA 
-proUfera.tJng cell rucJear antlgen- es una protelna necesaria 
para el inicio de la replicación del DNA en el ciclo celular 
(Suzuka et aJ.. 1989). 

Por su parte, la DNA pollmerasa e, es una enzlma lndependlente de 
PCHA pero muestra las mlsmas caracteristlcas que DNA pol a frente 
a lnhlbldores y fuerza 16nica. 

Entre pol 8 y e existen muchas similitudes las cuales a su vez son 
caracterlstlcas que las distinguen de pol u.: exonucleasa 3'- 5'; 
ausencia de actividad primasa, preferencia de templado-primer por 
pollrA-ollgodT, alta proceslvidad, relativa senslbllldad a ciertos 
lnhibidores (ddTTP), una estructura de slmple subunidad y 
especificidad 1Munol6gica (Tsurlmoto y Stlllman 1 1991). 

La proceslvldad de pol a ha hecho pensar que esta enzima está 
eapeclalizada en la replicación continua de la cadena leading y 
que pol « esté lapllcada en la replicación discontinua de la 
cadena la.gg1ng por ser aenos proceslva (Tsuriaoto y Stlllman, 
1991). 

Pol a de timo de ternera contiene dos subunldades de 12.5 y 48 KDa 
(Lee et al. 1 1984). La enzima equivalente en levaduras también 
contiene dos subunidades (12S y SS ICDa) (Burgers y Baver. 1988). 
Otra forma de DNA pol a de lllllliferos de placenta humana contiene 
un pollpéptldo de 170 KDa y algunos más pequeftos (Lee y Toomey, 
1987). 

La DHA polimerasa e de mamiforos ha sido aislada de varias for111.as: 

1) DNA pollmerasa e de flbroblastos hwaanos contiene una subunidad 
de 21S Jala y posiblemente uno de SS !Wa (Syvaoja et aJ .• 1990).Se 
le ha considerado como un factor necesario para llevar a cabo la 
slntesls reparativa de DNA en fibroblastos humanos irradiados con 
luz UV. 
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2) De médula 6sea de conejo es un pollpéptido simple de 122 KDa. 

Finalmente, de cultivo celular de ratón (Goullan et al., 1990) se 
aisl6 una DNA pol PCNA-lndependiente muy parecida a pol a en 
varias de sus propiedades. 

2.4.B. IJNA POLIHERASA DELTA DE PLAHTAS 

Se ha reportado que la pol B de trigo conlleva, durante todos 
los pasos de puriflcaci6n, la actividad de exonucleasa 3' - 5'. 

Comparando sus propiedades con las de la DNA pollmerasas a 
, descritas, se observan varias similitudes: especiflcldad de 

templado, senslbllldad a lnhibldores de la repllcaclón y 
copurlflcaci6n de nucleasa con DNA pollmerasa. Este constituye el 
primer reporte de pol a en plantas superiores (CastrovieJo et al. , 
1990). 

2. 4. 9. IJNA POLIHERASA EPSIUJN DI PLAHTAS 

Hasta la fecha no se ha reportado la caracterlzac16n de ninguna· 
enzima en vegetales que muestre las caracterlsticas de la DNA 
pollaerasa e en animales. 

49 



CAPITULO TERCERO 

MATERIALES Y REACTIVOS 



3· M A T E R 1 A l E S Y R E A C T 1 V O S 

3. 1. MATERIAL BIO!.OGICO 

Las semillas de malz, variedad chalquefto, se obtuvieron de PRONASE 
(Productora Nacional de Semillas) de la SARH. 

Los ejes embrionarios se extraen manualmente de las semillas de 
malz con la ayuda de una navaja de un filo, procurando que éstos 
queden libres de escutelo pero sln alterar su estructura. 

3. 2, SOLUCIONES AllORTIGUADORAS Y REACTIVOS 

~ SOWCIONES STOCK 

Se recomienda preparar las siguientes soluciones stock a partir de 
las cuales se preparan a su vez los a111orllguadores. 

!) Tr!s-HCl 1 H, pH=7.6 (IDO 1111) 
2) KCl O.S H (SO 1111) 
3) HgCl2 1 H (SO ml) 
4) Sacarosa 20" (801111) 
S) EDTA O. 2S H (SO 1111) 
6) PHSF 1-10 mg/ml (IS 1111) 
7) Albúmina sérlca bovina (ASB) 1 mg/1111 (IS 1111) 
8) Cloranfenlcol 10 mg/ml 

~ SOWCION DE Il!BIBICION 

Trls-HCl 
KCI 
HgCl2 
Sacarosa 
Cloranfenlcol 

O.OS M , pH•7.6 
O.OS M 
O.O! M 
2" 

10 µg/ml 

3 2. 3 SOWCION DE HOllOGENEIZACIÓN 

Tris-BCI 
Sacarosa 
Glicerol 
MgCl2 
Fluoruro de 

f"enll-metll sulfonllo 
2-mercaptoetanol 

51 

O.OS M, pH•7.6 
O.S H 
10" 
s.o mM 

O. 2 mM (PMSFl 
1.0 mM 



El PMSF y el ,:l-111.ercaptoetanol se aJ\aden a las soluciones al 
11.omento de utilizarlos. 

~ SOWCIÓH DE RESIJSPEHSIÓH DE BOTONES ORGANELARES 

Trls-l!Cl 
HgCl2 
EDTA 
Glicerol 
PH5F 
2-•ercaptoetanol 

o,os H, p11a7, 6 
0.01 H 
0.03 H 

10 " 
0.2 mH 
1.0 mH 

~ SOWCIOHES PARA GRADIENTES DE SACAROSA 

A) SOLUCIOH DE llDIOR DDISIDAD 

Trls-HCl O.OS H, pH•7,6 
HgCla O.OS H 
Sacarosa (gdo. gradlente de densldadl 17X (0. S Hl 
PHSF 0.2 aH 
p-aercaptoetanol 1 mH 

B) SOLUCIOH DE MAYOR DENSIDAD 

Trls-HCl 
EDTA 

O.OS H, pH•7.6 
1 mH 

Sacarosa (gdo. gradiente de densidad) 20. SX (O. 6 Hl 
PHSF 0.2 mH 
1)-aercaptoetanol 1 8iH 
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~ PREPARACIÓN DE TEHPLADOS NA1VRAL Y ARTIFICIAL 

A) m1A ACTIVADO 

I. SOLUCION AllORTICUADORA DE ACTIVACION 

Trls-HCl 10 ""'· pH•7.6 
HgC12 50 µH 
Albúmina sérlca bovina O. 5 mg/ml 
DNA de timo de ternera o. 5 ag/ml 

II. ACTIVACION DEL l»IA (Adaptado de Apcshlan y Kornberg, 1962). 

1. - Se prepara una solución de DNA de tlao de ternera a una 
concentración de o. S llgl'•l en la solución aaortlguadora de 
actlvac16n descrita anterlor•ente. 
2. - Se lleva a cabo la reacción de 1 •l de la aoluc16n de DNA de 

;~·~e d: :e:::[:nu~~~6~·.º~~)~ =~n~:s;7 10C~ncubando: 1) 15 atn. a 
3. - Finalmente la solución se pasa a un ba.tio de hielo. 

El DNA activado ea utilizado como aolde en la mezcla de reacción 
de la DNA poll11erasa. 

B) PollrA-olisodT 

Se disuelven los reactivos a la concentrac16n final indicada en la 
tabla siguiente: 

Reactivo 

-P<>llrA 

OUgodTs 

Concentrac16n eol. 
•tock 

o. 5 lllV•l 

o. 084 lllV•l 

Yol'lmOn para 
enuyo 

10 

10 

Concentración final de PollrA-ollgodT• 58.4 µg/•l 
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~ PREPARACIÓN DE LA OJLUHNA CROHATOGRÁFICA 

A) l'llEPARACIÓll DE LA RESINA DE DEAE-cELULOSA 

1. - Resuspender 5 g de resina en 75 ml de HCl O. S H y agitar 
suavemente 45 mln a intervalos de 15 aln. 
2. - Filtrar la resina al vaclo y llevarla a pH de 7 con agua 
destilada (nunca dejar que se seque). 
3. - Resuspenderla nuevaaente en 80 al de KCI O. OS N y llevarla a 
pH de 7. 2 con HCl O. 05 N. 
4. - Agl tar suavemente durante 1 h a intervalos de 15 •in. 
5.- Se verifica el pff con papel indicador, el cual debe ser de 7.2 

. y sl no es as1 se retl tula. 
6. - Se agl ta durante 2 h a intervalos de 30 mln. 
7.- Se retltula una vez aá.s a pH 7.2 y por 'l.lltl•o se decanta la 
resina ell•lnando los finos y la aaterla partlculada. 
8. - Flnalaente, la resina se resuspende en el .. ortlguador de 
lavado de fosfatos (ver •ecc16n 3.2.8). 

B) **TAJE DE LA COUlllllA. 

t. - Se lava perfectamente bien Wl& coluana de vidrio de 12 X 2 
ca enjuagándola al final con agua destilada. 
2. - Una vez seca la coluana se e•paca con pelo de 6nael de tal 

foraa que el flujo a trav~s de 6ste sea r•pldo. 
3. - Se colocan la aanguera y la pinza de Hohr en la aallda de la 

colwma. y se controla el flujo utilizando agua destllada. El flujo 
no debe ser •uy r6pldo para evl tar un eapaque deaaslado fuerte de 
la resina. . 

4.. - Se carga la resina a la colwma con la ayuda de un tubo de 
vidrio y se lleva al vol\lllen deseado a f'lujo lento. Debe evitarse 
el secado de la colwma. 

S. - Una vez cargada. la realna se equilibra con el buffer de 
lavado (3 vol'11tenes de caaa). 

, 6. - La resina est• lista para ser utilizada. A contlnuaci6n se 

~~n~~~ :!i:º;:~!;re:e9:r:::~:e;rÍo.: ~a 0~•ba peristiltica. todo 
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~ SOWCIONE:S IJIO/<TICUADORAS DE: CORRIHIE:NTO CROHKTOGRAF'ICO 

Al AllDRTIGUADOR DE LAVADO DE FOSFATOS 

K2HP0c 

EDTA 

Glicerol 

Pl1SF 

2-11.ercaptoetanol 

ID llM, pH= 7. 6 

111111 

20X 

0.3 11111 

1 lllH 

B) AllDRTIGUADOR DE GRADIDITE DE FOSFATOS 

K2HPOc 400 1111, pH• 7.6 

EDTA 1 mi! 

Glicerol 20X 

PHSF 0.3 1111 

2-•ercaptoetanol 11111 

~ llE:2CLA DE: REACCIÓN PARA E:L ENSAYO DE: DNA POLI/fE:RASA 

REACTIVO COllG. FINAL 

dATP 0.1 mi! 
dGTP 0.1 1111 
dCTP 0.1 1111 
ATP !. o 1111 
DNA ac t 1 vado o. 1-0. 2 11g/•l 
Gllcero} 4.0" 
Hetil- H TTP O. 06 µM, 5 µCl/111 

(57 Cl/llJQol) 

1)-•ercaptoetanol 0.4 1111 

1 SOL. ~gCh O.DI H 
AllORTIGUADDRA -ICCl 0.02 H 

Trls-HCl O.OS H, pH=7.6 
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A continuación se propone un esquema que muestra la concentración 
de cada solución stock y el volumen a utilizar en un ensayo de DNA 
polimerasa a un volumen final de 100 µl. 

Reactivo Concentración aol. 
•tock 

Tris-HCl 
HgClz 
KCl 

c!ATP, dCTP l( dGTP 
MetU- H TTP 

ATP 
DNA activado 
Glicerol 
IJ-mercaptoetanol 

0.42 H 
0,083 H 
0.17 H 

1 mH 
82 B. CUauuol 
(2.5 111Cl/ml) 

1 mH 
0.5 1118/ml 

so:.: 
10 mH 

Vol. para ensayo 
(µl) 

12 (Estos tres reac­
tl vos se disuelven en 
una misma solución) 

1 

0.2 
1 

20-40 
8 
4 

U..il! LIQUIDO DE: CE:NTE:LLE:O 

2, 5 fenoxazol (POP) 

2, 2' -p-fenUbis (5-fenoxazol) (POPOP) 

Tolueno 

5.0 g 

0.1 g 

1. o 1 

A) PRECAUCIONES EN LA PllEPARACióH DEL LIQUIDO DE CENTELLEO 

El POPOP se aJ\ade lentamente para facilitar su disolución 
completa. 

- La solución de centelleo se aglta por lo aenos durante 1 h 
evl tando su calentamiento. Su disolución se realiza en la campana 
para evitar la inhalación del .lolueno. 

- Se almacena en medio ambiente. 
- Se prepara en grandes cantidades (2-3 litros). 
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B) llANE.JO DEL LIQUIDO DE CDITELLEO Y DE HARCA RADIACTIVA 

Una vez leidas las cpm en cada vial se Junta el liquido de 
centelleo de cada uno en una campana y con toda precaución se 
almacena en recipientes de plástico etiquetados que informen el 
tipo de marca utilizada y la cantidad aproximada de la misma en Cl 
totales asl como el volumen y la fecha. 

Estos recipientes se mantienen en el cuarto de radiactividad. 

En caso de contaminación 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 depositan en el bote de material radiactivo correspondiente. 

CVANTIFICACIÓN DE PROTE!NAS POR EL tfttODO DE 
PETERSON. . 

REACTIVO A1 

Se mezclan vo!Wnenes iguales de cada uno de los reactivos 
siguientes, preparados a la concentración que se indica: 

- NaOH O.BN 

- Sol. Cobre-Tartrato-Carbonato 

(Mezcla de CUS01-SH20 al O. 1 "· tartrato de 

sodio-potasio al O. 2 " y Na2CXl3 al 10 " 

- Dodecllsulfato de sodlo 10 " 

- Agua destllada 
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CAPITULO CUARTO 

PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 



4. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

4.1. OllTENCIOH DEL TEJIDO EKBl\IOHAllIO Y 

GERllIHACIOH DE LOS DIBRIOllES DE HA!Z 

1. - Los ejes embrJonarlos se desinfectan en una solución de 
hlpoclorlto de sodio al O.SY. (4 g de ejes en 20 ml) por 30 seg en 
suficiente agua destilada estéril. 

2. - Se colocan _en una caja petrl de vidrio, entre dos papeles 
1'"11 tro (todo el material debe estar estéril) y se embeben en la 
solución de 1mblb1c16n en un volumen de : 4 g de ejes en 15 ml 
aproximadamente de amort .. de lmblblclón procurando que todo el 
tejido quede humedecido. 

3.- Se sella muy bien la caja petrl con papel parafllm y 3e 
incuban los ejes en una estuía a temperatura controlada de 26-28 e 
durante el tiempo de germinación correspondiente: 3. 6, 15 y 24 h 
seg\ln el experimento por realizar. 

Si los ejes embrionarios no son utlltzados el mismo dia de su 
extracción, se almacenan en seco y a 4 C. 

4, 2. HOHOGEHEIZACIOH DEL TEJIDO EMlll\IOHARIO 

!~;e~~~i=~~s :m~rt~na;;o~i:~~mic~~dofa s:0~~~~~~n~i:a~0:~g:e~~~~~~~ 
también preenf'riada, en una relación de 4 g de ejes en 30-35 ml de 
amort·. Se homogeneizan en el menor tiempo posible para preservar 

al máximo la actividad enzimática (4 g de ejes en 6 min). 

·2. - El homogeneizado celular se f'iltra a través de 3 capas de 
papel Hiracloth limpias. El papel Hiracloth se humedece con amort. 
y a continuación se reaUza la f'll traclón con ayuda del vacio, 
evitando al máximo la desnatural1<!aci6n de las proteínas 
(f'ormación de espuma). 
(El lavado del papel Hiracloth se rea11za en caliente con el 
detergente 11 Extran11 y a continuación se enjuaga con abundante agua 
destilada. Finalmente se secan en la estufa). 

3. - El f'il trado proteico se colecta en tubos corex de 15 ml 
preenfrlados y se calcula el volUJnen flnal recuperado. 
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4. 3. TÉCNICA I DE AISLAMIENTO ORGAHELAR 

~ AlSLA/llENTO DE LOS BOTONES NUCLEAR 

Y PLASTIDlCO-HITOCONDRIAL 

La siguiente técnica por descrlblr consiste en la separación 
diferencial de núcleos por una parte y de plastldios y 
mltocondrlas por otro (Esquema A). 

Para llevar a cabo la técnica de aislamiento organelar I se 
extraen O. 7 g de ejes. 

l.- Los mícleos celulares se separan centrifugando el filtrado a 
1089 g (3000 rpm) durante 10 mln, sin freno. El pellet de núcleos 
(pellet 1) se sedimenta en el fondo del tubo. 

2. - Se recupera el sobrenadan te teniendo cuidado de no 
mezclarlo con los lipldos de la superficie. 

HOTA A: Los llpldos se ellmlnan absorbiéndolos en algodón con la 
ayuda de una varilla de vidrio. después de lo cual se recupera el 
sobrenadante y el pellet de núcleos se elimina. 

3. - El sobrenadan te 1 se somete a la siguiente centrlfugac16n: 
17,400 g durante 20 mln (12,000 rpm). con freno. El pellet formado 
en el fondo del tubo contiene los plastldlos y mltocondrlas 
(pellet 2). 

4. - El sobrenadan te 2 se elimina y el pelle t. 2 se r.:.si¿spende 
cuidadosamente con 3 ml de amort_ de resuspenslón a 4 e sin 
mezclar con 11p1dos. 

NOTA B: Para lograr una resuspensl6n homogénea se hace uso de una 
espátula que remueva el pellet del fondo del tubo. Si éste se 
encuentra muy adherido al vidrio, se somete a pequen.os golpes en 
el vortex, evl tando el máximo la formación de espuma y el 
sobrecalentamiento. 

S. - Por último, se toman allcuotas para las siguientes 
determinaciones cuan ti tatlvas: 
a) 20-30 y 40 mlcrolltros (por duplicado) para protelnas. 
b) 20-30 y 40 microlltros (por duplicado) para actividad de DNA 

polimerasa. 
e) 1 ml (por duplicado) para DNA. 
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ESQUEMA A 

l"tCNICA 1 DE AISLAMIENTO ORGANELAR 

INCUBACIÓN DE EJES A 26º C llURAllTE EL TIEMPO DE GERMINACIÓN 

CORRESPONDIENTE (3, 6, 15 Y 24 h l 

HOMOGENEIZACIÓN EJf HORTD!O 

! 

IFILTIIADO AL YACIO POR TRES CAPAS HIRACLOTHI 

1 
CDITRIFIJGACIÓN DEL FILTRADO A 1089 X G, 10 HIN A 4ºC 

CDfTRIFIJGACIÓN A 17,400 g, 20 HIN 

CITOPLASllA 
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ESQUEMA B 

ENSAYOS DE CUANTIFICACION 

FRACCION PROTEICA ORGAHEURI 

4. 4. rtclllCA 11 DE AISLAlllENTO ORGAHEUR 

Para la técnica de aislamiento organelar 11 se utilizan,. en la 
caracterlzaclón, 4 g de ejes y para la purlflcaclón enzlmá.tlca, 6 
g de ejes embrionarios. 

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

Las corridas se realizan en las mismas condiciones descritas 
anterloraente. 

1.- Una vez separados los núcleos (de la misma forma descrita en 
el apartado de "Aislamiento organelar l") el sobrenadante 1 se 
centrifuga a 1900 g (4000 rpm) durante 10 mln con freno. En el 

..fondo se forma el pellet 2 de plastldlos. 
2.- Se separa el sobrenadante 2 teniendo las precauciones 
descritas en la Nota A. 
3. - El sobrenadante 2. se somete 8. centr1fugac16n a 17, 400 g 
(12,000 rpm) durante 20 m1n. Se forma el pellct 3 de 1raitocondr1as. 
El sobrenadante 3 se elimina. 
4.- Los pellets 2 y 3 se resuspenden en 2 y 3 ml respectivamente 
del ·amort. q'ue contleñe ·sacarosa O. 5 · Ht independientemente de la 
cantidad de ejes utilizados al lnlclo Centre 3 y 6 g, 
aproximadamente). Para lograr la mejor resuspens16n tomar las 
precauciones de la Nota B. 
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ESQUEMA C 

TECNICA 11 DE AISLAMIENTO ORGANELAR 

INCUBACIÓN DE EJES, 26°C 

HOMOGENEIZACIÓN EN MORTERO A 4°C 

FILTRACIÓN AL YACIO POR TRES CAPAS HIRACLOTH 

CENTRIFUGACIÓN DEL FILTRADO, 10 HIN, 1089 X G, 4°C 

1 SOBRENADA NTE / 
1 

CENTR I UG CI N 
1900 x c. to m:in 
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S. - Para f'inalizar. se toman alicuotas de cada f'racci6n organelar: 
a) 40 y 50 microlitros Cpor dupllcado) para proteinas. 
b) 40 microlitros (por duplicado) para actividad de DNA 
Polimerasa. 

En las técnicas de aislamiento organelar y de purificación 
organelar se utilizó la centrifuga marca Beckman J2-21, rotor 
JA20, con radio e 108 mm. La fórmula utilizada en la conversión de 
g a rpm es: 

rl*'"' (9/l.l2rJt1'2 X 1000 

Todas las corridas se reallzan a 4 ºe con las correspondientes 
correciones de temperatura y utilizando el rotor preenCriado. 

, Antes de cualquier corrida, los tubos corex se colocan dentro de 
sus camisas y se equilibran perf'ectamente en la balanza de dos 
platos. 

~ PURIFICACIÓN ORGANEL!.R A TRAvts DE UN GRADIENTE 

DISCONTINUO DE SACAROSA 

Al PLASTIDIOS 

t.- El gradiente de sacarosa disenado para purif'icación 
plastidlca. se prepara de la siguiente f'orma: 

En un tubo de 15 nal Cpreenf'riado) se estratifican las soluciones 
en el orden siguiente: 
a) En el f'ondo, 8 ml del amortiguador con sacarosa o. 6 H. 
b) Con la ayuda de una pipeta Pasteur se ati.aden 2 IQl de la 

suspensión organelar (resuspendida en el amort. O. 5 M) lentamente 
a través de las paredes del tubo. 

HOTA C: La adición de la suspensión organelar se realiza lo más 
rápidamente posible y en frio inmediatamente antes de la 
centrif"ugaci6n, para evitar al mixhio la lisis organelar . 

. NOTA D: Al equllibrar el tubo del gradiente discontinuo de 
sacarosa con su contrapeso. se evita al máximo la aezcla del •ismo 
moviéndolo lo menos posible. 

2. - El colchón se centrifuga a 1900 g (4000 rprn) durante 10 "in, 
con freno. 
3.- Al f"lnal de la corrida, se elimina el sobrenad.ante y.el pellet 
se resuspende en 2 •l de amort., de resuspeneión a 4°C (ver Nota 
8). 
4. - Se toman ali cuotas de la suspensión de plastidios 
purif"icados: 
a) 40 y SO microli tros (por duplicado) para protelnas y 
b) 40 microlitros (por duplicado) para actividad de DNA 
pollmerasa. 
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8) MITOCONilllIAS 

Para la pur1f1caclón de m1tocondr1as se prepara el gradiente de 
sacarosa de la slgulente forma: 
1.- En un tubo corex de 15 ml (preenfrlado) se estratifican las 
dos siguientes soluciones: 
al En el fondo. 6 111 del amortiguador que contiene sacarosa O. 6 M. 
b) Al igual que para plastldlos, '6e estratlflca las suspensión 
mi tocondrial (3 m.l en amortiguador de sacarosa O. S K) 
pasándola cuidadosa.mente por las paredes del tubo con la ayuda de 
una pipeta Pasteur (ver notas C y D). 

2. - El gradiente de sacarosa se centrifuga. a 17, 400 g (12, 000 rpm) 
durante 20 JD1n. con :freno. 
3. - Se desecha el sobrenadante y el pellet de mltocondrlas se 
resuspende en 2 ml de amortiguador de resuspens16n preenfriado. 
4. - Se toman las mismas allcuotas que en el caso de plastldios: 
al 40 y SO 1dcrolitros (por duplicado) para proteinas, 
b) 40 in1crolltros (por duplicado) para actividad de DNA 

pollmerasa. 

4.5. LISIS ORGAllELAI\ Y SOLllBILIZACICll ENZIMÁTICA 
La lisis organelar se logra mediante un tratamiento con detergente 
seguido de agl tac16n vigorosa, 

La solubll1zac16n de las DNA pollmerasas organelares se logra 
aedlante la dlgest16n de los ácidos nucleicos, técnica que perml te 
la separación de la DNA pollmerasa de las membranas organelares. 
El procedimiento experimental es el slgulente: 

LISIS ORGANELAA 

1. - A cada suspens16n organelar (2 ml e/u) se aft.aden 10 
•lcrolltros de Tritón X-100 al 20X (concentraclón final de 0.1X). 
2. - Las suspensiones se ho.ra.ogene1zan en vortex y se 
•entlenen durante 15 atn en hielo. 
3. - Finalmente, las suspensiones se hoaogenelzan nuevamente en 
vortex proplctá.ndoles S golpes a aedlana velocidad por cinco 
segundos cada uno, evitando el aobrecalentamlento . 

.i...:i...Z. DIGESTION DE J.croos NUCLEICOS 

1. - A cada suspens16n organelar se afta.de una solución de CaCl2 a 
una eoncentractón final de too llH, procuran.do no dllulr deuslado 
las fracciones organelares. 

~:: Ai.:o:~~~~~cl~~ s:,,::::;: !~ Uh=o=~~~~;:a :1~~oc~~~~ba a 200c 
durante 30 ain. 
4~ - La reacclón se detiene af\adlendo EGTA a una concentrac16n 
f'lnal de 100 mH (se utlllza un stock concentrado para evitar la 
dilución de las fracciones proteicas). 
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•· 6. CAllACTE!IIZACIÓll DE LAS tt1A l'OLillERASAS 

PLAST!DICA Y MITOCONDRll.L 

La caracter1zac16n de ambas DNA poUmerasas 1ncluy6 varios 
aspectos; 
1) El primero f"ue su respuesta frente a tres de los lnhlbldores 
11.á.s ampliamente utilizados en la caracter1zac16n de las DNA 
poltmerasas. 

.L.§....1. INHIBIDOTIES 

a) Afldicollna: lnhlbldor competl tlvo del precursor dCTP. 
b) Z'- 3' Didesoxltimldlna-trlfosfato (ddTTl'): lnhlbldor 

competitivo del precursor dTTP. 
' e) N-etilmalelmlda CNEM): bloqueador de grupos sulfhidrilo. 

Las concentraciones a las que se prueban dichos inhlbldores se 
auestran en la siguiente tabla: 

2} La segunda fue la respuesta de ambas DNA pollm.erasas 
organelares a un templado artlflela.l. 

•· 6.1, a. AFIDlCOLJHA 

t. - Se preparó una solución stock de afldlcollna a una 
concentrac16n de t. 47 llH (1 ag de afldlcollna en 2 •l de 
d1solvente al 50:1). El disolvente utilizado es el d111et1lsulf6x!do 
(l»ISO). 
2. - Se aftaden los •lcroll tros necesarios de la soluc16n anterior a 
la aezela de reacción de la DNA poliaerasa. El voluaen de solución 
stock de afldlcollna se resta al volwi.en de agua que noraalJ1ente 
se atiade a la •ezcla de reacción de la DNA pol l•erasa . -"ver 
apartado de reactivos) . 

.,La •lgulente tabla •uestra. la' concentración de afldtcollna final 
Ca un voluaen de 100 pl), la relación afldicollna/dClP y los 111 de 
stock necesarios para alcanzar dlch~ concentración.,. 

AFIDICOL. RELAC!Cfl llla«ILITROS DEL STOCK 

llV•l Af'1d/dCTP t. •7 1111 

16. 90 o. 5: 1 3. 4 

Pll d• af'ldicollna • 338 g/801 
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3. - Se preparan dos controles para este ensayo y cada uno por 
duplicado: 
a) Un control sin inhibidor que corresponde la actividad de la 

enzima en condiciones normales. Contiene el volumen de af"!dlcol!na 
pero en agua. 

b) Otro control que contiene el volumen correspondiente del 
disolvente de la aíidicollna CDMSOJ. Se realiza para cada 
concentración de af"idicolina. 
4. -·La actividad enzimática resultan te en presencia del Jnhibidor 
se compara porcentualmente contra el control con DHSO que 
corresponde al lOOX. 

4.6.1.b. 2' -3' DIDESOXITIKIDIHA 5' - mIFOSFATO (ddlTP) 

1. - Se preparó una solución de ddTI'P a una concentración de O. 624 
µH disolviendo con agua destilada estéril. 
2. - Se al\aden los mlcrolitros correspondientes a la mezcla de 
reacción de la DNA polimerasa, restando el volumen de agua, según 
la concentración final deseada (cada ensayo por duplicado): 

ddlTP RELAClÓli. KXCRQLITROS .. DE!.. l;TOCK 

µH ddlTP/dlTP o.624 µH 

0.03 0.5: 1 4.8 

3. - Solamente se prepara un control (por dupllcado') sin inhibldor 
con el volumen correspondiente de agua. 
4. - La actividad enzimática en presencia de inhlbidor se compara 
porcentualmente contra el control que corresponde al lOOX de 
actividad. 

4.6.1.c. N-ETILKALEIKIDA CNEll) 

t. - Se prepara una solución de NDf a una concentración de 0.2 M 
disolviendo con I»ISQ. 
2.- Se aftaden 5 •lcrolltros de Ja solución anterior a Ja mezcla de 
reacción de la DHA pollm&rasa, restando el volwaen de agua. 

NEll NICROLl'll\(JS DEL S10Clt 

1111 0.2" 

!O.O 5.0 
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:J. - Se preparan dos controles (por dupU.cado) de la misma forma 
que para la af1d1collna. 
a) El primero corresponde a la actividad enzimática en 

cond1clones normales. Se a~ade el volUJJlen correspondiente de agua. 
b) El segundo corresponde a la aet1v1dad enzimática en presencia 

del dlsolvenle DHSO, del cual se afia.de el mismo volumen que 
lnhlbidor. 
4. - La actividad en21má.t1ca en presencia del 1nhlb1dor se compara 
porcentualmente con respecto al control de DKSO que corresponde al 
1001' de actl v ldad. 

4. 7. PllRIFICACic'.11 DIZlllATICA 

!,LL.. ELlHlNACION DE LOS RESTOS HE:HBRANALi:S ORGIJIELARE:S 

Una. vez Usados los organelos y digeridos los á.cldos nucleicos. se 
procede a la eli111lnacl6n de los restos membrana.les de plastldlos y 
•ltocondrlas con el objetivo de, posteriormente. purificar ambas 
DNA polimerasas organelares a través de una resina de 
DEAE-celulosa. 

Se procede corno a contlnuacl6n se describe; 

.1 •. , ... Todos. los extractos proteicos. organelar:es. se. . .$orne.t~n. .... a .. ~~~­
centrl!ugac16n a 100. ooo g durante 1 h a 4 ºc. 
2. - Se separa el sobrenadan te y los botones organelares se 
resuspenden en 2-3 1a.l del amortiguador de resuspens16n. 
3. - Se toman al1cuotas de 40-50 mlcro11tros para la cuanl1ficacl6n 
de proteinas y actividad de DNA pollaerasa. 

~ PIJRIFICACION A TRAm DE UNA COWHNA o¡; DEAE-CEWLOSA 

Una vez montada y equlllbrada la resina con el 
amortiguador de fosfatos 10 mM a pH 7. 6, se procede a la carga de 

1 la fracción proteica por purificar como a cont1nua.c16n se indica .. 

1. - Se cargan 2 al del extracto proteico con un flujo de 12 al/hr. 
2. - Se lava la coluana con 3 vol\íaenes de lecho con 
el uortlguador de fosfatos de lavado 10 llM y con S volúatenes de 
lecho de un gradiente de fosfatos desde 10 lllH hasta 400 mH, a pff 
7.6. 
3. - Se colectan 50 fracciones de o. S al y con cada una se lleva a 
cabo el ensayo de la DNA pollmerasa y la cuantlf1cac16n de 
protelnas utilizando el •lsmo voluaen de f'racc16n proteica para 
a-.bas cuantlflca.clones. 
4.- Se graflcan los valores de actlvldad de DNA polimerasa (CPH) y 
de concentración de protelnas (q/ml) y concentra.cJ6n del 
gradl.ente de fosfatos (Wf) vs número de fracción con el fin de 
establecer el perfil de actividad enzhi.á.tlca y proteina a lo largo 
del flujo de la col\ll'Ula. 
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4. B. tNSAYO DE ACTIVIDAD DE DHA POLillDIASA 

La reacción consiste en incubar a la DNA pol lmerasJ de las 
Cracclones organelares: en presencia de sus sustratcs que soni 

!~;e;~: c~:!~:c~~:::!~~!~º~~~~~6!~~~:r:fosfato (con uno de ellos 
2. - Un templado o patrón de DtlA sobre el c:ual serán incorporados 
covalente1Dente los cuatro reactivos anteriores (según la regla ele 

;:-r~1~~;~6:e d~:a;~nt~de~~r~;;:!~~1! ~~~ln~~c~~~~~~~~ YCMn2+ 6 
11g••i. 

Además de: ATP, soluc16n amortlguadora de pHt fl-merc:aptoetanol 
(agente reductor) y gllcerol. 

En primer lugar se prepara el volumen necesario de la rne:i:cla de 
reacción que contenga todos los reactivos antes Mencionados y se 
procede como a c:ont1nuac16n se lnd!ca: 

1. -A c:ada tubo se le afta.de una cantidad igual de la mezcla de 
reacción y el volumen necesario de extracto proteico para alcanzar 
el volumen final de reacción (100 µl, generalmente) que dará las 
concentraciones ftnaleG de los reactivos antes mencionados. 
2. -Se prepara un blanco de reacclón, el cual no contlta"ne nlng(ln 

extr-acto proteico, sino el equivalente en volWlten de a.gua 
· destilada y el ccrrespondJ.ent.e volumen de mezcla de reacción. 

3. - La reacción comienza al aftadir el extracto enz1má.tlco: una vez 
at\adido éste al tubo de reacción. empieza a correr el tiempo de 
incubación a 37°C durante 30 mln, · 

4.. -Se le da f'ln a la reacc16n en:1!1.1Dlitlca con 100 f.ll de la 
solución de eoperma de arenqt.le a urta concentración de 2 mg/ml y 2 

· ~;. ~: ~~~~~n~~~~~C::-º1~c:t;~~=l s!º !n\~:~~~iv:s 4!~l~~~'ante 30 mln. 
para que el DNA precipite. 
6. - Los tubos se filtran al vaclo por un flltro mllllpore a 

través de filtros de flbra de vldr1o {\lhatman GF/A); los filtros 
se lavan con un volum.en de 5 al aproximadamente de TCA al sn y al 
tOX y con etanol al 96X : dichos lavados sirven prlneipalmente 
pa.ra arrastrar la •arca inespecifica de ltJs flltroB (es decir. no 
covalenteaente unida al •olde de DNA) y en ellos quedará solamente 
el DNA activado con •arca rad1acUv.'a. 
7.-Los filtros se secan en un horno a 60°C y se dejan enfriar;, 

una vez secos se aumergen en v1aleo con S 1nl de liquido de 
centelleo. 
8. -La aarca radiactiva del ataterial insoluble es leida en un 

cOntador de centelleo que da lecturas en cuentas por JUlnuto (cpm) 
Y que son proporcionales a la actividad enzimática de la DNA 
pollJMrasa de cada extracto. 
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4. 9. DISAYO DE CUAHTIFICACICtl DE PROTE!HAS 

Se llevó a cabo el método de Peterson (1977) siguiendo el 
procedimiento experlmental que a cont1nuac16n se senala: 

t. -se prepara una solución estándar de albü.m.ina (se recomienda a 
Wla concentración de 10 mg/JJl} y se toman ali cuotas con voló.menes 
ascendentes en un rango de 10 a 100 µg de protelna para la 
realización de la curva patrón. 

2. -Por otra parte. ee toun ali cuotas por duplicado de las 
fracciones organelares (de 30 a 50 ,µ1). 
3. -Se aftade a cada tubo 100 µ1 de desox1colato de sodio al O. 15 Y. 

([X)C) y se incuban a temperatura ambiente durante 10 mln. Este 
, tratamiento tiene por objetivo la remoción de los llpldos 
presentes en los •extractos problema .. y evitar que interfieran en 
la cuantiflcacl6n colorl111.étrlca. 

A la curva patrón se le da el mismo tratamiento que a los 
problemas para que sea lo aás comparable posible con éstos. 

4. -Después de la 1ncubac16n con el detergente, se preclpl tan las 

:::~!~:~ ~~: :~~0::la ~ic'~~~:.n~~l:!;r~~c!!!~~ ;~ z¡n.:< (TCA) y se 
5. -Se realiza a contlnuaclón una centrlíugac16n a 756 X G por 15 
mln a 4ºC en una centrifuga preenírlada; con lo cual se logra la 
separación del botón de proteínas y se elimina el sobrenadante 
ácido que contiene impurezas de las fracciones subcelulares. 

6 -Los botones se dejan escurrir un tleapo boca abajo y una vez 
secos se procede a desarrollar la reacción colorlmétrlca con los 
slgulentes reactivos: l al de agua destilada y 1 ml del reactivo 
/l. 
7. - Después de homogeneizar •UY bien la aezcla anterior, los 

tubos se dejan a te•peratura aablente por 10 aln. 
8.- A cont1nuac16n se aftaden 0.5 111 del reactivo de 

Folln-Clocalteau diluido 1:6. se homogeneizan las Mzclas de 
reacción y se incuban los tubos por 30 •ln a teapera tura amblen te 
para que se desarrolle el color del complejo. 

•9. -La intensidad de la absorbencia de cada •ezcla se lee a 750 nm 
en \111 espectrofotóaetro contra un blanco que contiene solara.ente 
los reactivos para el desarrollo del· color. 
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4.10. DISAYO DE CUANTIFICACIOH DE ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (DNA) 

El llétodo de GUes-Myers (1957) de la difenllamlna, se basa en la 
f'onnaclón de un complejo entre la dlfenllamlna en m.edlo ácido con 
la desox1rr1bosa del ácido desoxirribonucleico (DNA). 

Al valor de absorbencia dada por el complejo colorido (595 nm) se 
le resta el valor de absorbencia dado por algunas de las impurezas 
presentes en el extracto proteico utlllzado. 

La curva patrón de DNA se realiza disolviendo DNA de esperma de 
arenque de alto peso molecular en agua a una concentrac16n de 
10 q/•l. 

La técnica es la siguiente: 

1. - Se toman allcuotas de la solución estándar con volúmenes 
ascendentes hasta cubrir un rango de 10 a 100: µg de DNA. 

2. -Por otra parte se tornan ali cuotas de t •l del e>Ctrac:to 
problema (la cantidad de DNA presente en los organelos es muy 
pequet\a por lo que se necesl ta un volum.en muy grande para que la 
cantidad de DNA sea detectable) cuantificado con precls16n par 
este aétodo eolorl•étr1co. 

3. -Se preclpl ta el DNA de cada tubo con 1 ml de TCA al 20 X y se 
untlenen a 4°C durante 30 aln. 

4. -A contlnuacl6n se centrifugan las mezclas a 756 x G durante 15 
ID.in. a 4 ºe en una centrifuga preenfrlada. 

5.-Se elimina el sobrenadante y se dejan secar los botones boca 
abajo. 

6, -Antes de realizar la reacción colorltaétrlca, el DNA se 
hldrol1za en •edlo á.cldo y a alta temperatura, al\adlendo a cada 
tubo 1 al de ácido percl6rlco al 10 X e incubándolos a soºc 
durante 30 aln. · 

7. -Una vez hldrollzado el DNA, se af\ade a cada tubo 1 ml de 
solución de dlfenllamlna al 4 X (disuelta en ácido acético 
glacial) y se hoftlOgenelza la aezcla perfeetuente. 

8. -Se aJ'\ade a cada tubo SO J.1.l de acetaldehido a una concentrac16n 
de l. 6 q/al en agua dostllada. 
9. -Los tubos se incuban a teJnperatura atablente por 15 h para el 
coapleto desarrollo del color. 
10. -Se lee la diferencia de absorbanclas entre 595 nm y 700 nm 
contra un blanco que contiene: ácido percl6rlco 1 dlfentlamlna y 
acetaldehido, habU1ndose so•etldo al als110 tratamiento 
t6"ra1éO. . . , 
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CAPITULO QUINTO 

RESULTADOS 



5. RESULTADOS 

PÍIESEllTACIOH 

La primera parte de la presente lnvestlgac!ón estuvo abocada al 
establecimiento de una técnica de aislamiento organelar tal que 
orreclera extractos proteicos ricos en DNA pollmerasa plastidlca y 
mi tocondrlal. 

La técnica de alslamlento organelar por establecer deberla 
garantizar un rendh11ento organelar aceptable -traducido en una 
alta concentrac16n de proteina organelar- asl como la el1mlnac16n 
de la mayor parte de los contaminantes presentes en las f'racclones 
organelares. As1ra1srno. las técnicas de lisis organelar y 
solubllizaci6n enzimática deberlan ofrecer, además de un buen 
rendltdento proteico. la preservación de la actividad de la DNA 
polimerasa organelar. 

Una vez logrados los objetivos anteriores la última parte de la 
presel\Í-e 1nvestlgac16n cons1stl6 en la caracter1zac16n enzlmá.tlca 
de las DNA pollmerasas con el objeto de incluirlas dentro del 
grupo correspondiente. 

A contlnuac16n, se presentan los resultados obtenidos haciéndose 
hincapié en los criterios seguidos a lo largo de la misma y 
contrastando los resultados obtenidos con lnvestlgaclones aflnes a 
la presente. 
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5.1 ESTABLECIMIENTO DE LAS TECNICAS OE AISLAMIENTO 
y 

PURIFICACION ORGANELAR 

Los crl terlos fundamentales sobre Jos cuales se han disetiado las 
técnicas de aislamiento organelar se basan en el hecho de que los 
organelos subcelulares de la misma especie e, Independientemente 
de su origen tisular, comparten ciertas caracteristicas :flslcas y 
qulmlcas tales como el tamafio, Ja forma y la densidad de 
:flotación. 

El aislamiento diferencial de cada una de las fracciones 
subcelulares realizado por medio de las técnicas de centr1fugac16n 
toma en cuenta las propiedades flslcas y qulm.lcas de las membranas 
u organelos celulares por purificar. 

Se denominan "Técnicas de aislamiento dif'erencial organelar'' a 
aquellas técnicas que separan cada una de las fracciones celulares 
del homogenado celular por medio de centrifugaciones secuenciales 
a velocidades cada vez mayores (Graham, 1979). Las f'racciones 
celulares -de densidad cada vez .menor- son obtenidas 
secuencialmente en f"orma de un sedimento denominado comúnmente 
pellet o botón organelar. 

Uno de los organelos subcelulares de mayor tamatio (de 4 a 6 nm de 
d1á.m5tro) y que presenta una alta densidad de Clotación (1.32 
g/ca en vegetales) es el nllcleo. Sus caracteristlcas flsicas dan 
la pauta para que el aislamiento de la fracción nuclear -tanto en 
tejidos vegetales como animales- se lleve a cabo a bajas 
velocidades de centrifugación siendo, generalmente, uno de los 
priaeros pasos en las técnicas de fraccionamiento celular. 

Le siguen en tamaJ\o los cloroplastos (20-35 µ de largo y 3-6 µ de 
dlá.metro) y las altocondrlas (4-7 µ. de largo y 0.5-1 µ de 

•diá.metro) col\ valores de densidad de flotación de 1. 21-1. 24 y 
1.18-1.2 g/ca respectlvnente (en vegetales). Su alslulento se 
realiza a velocidades y tiempos aayores de centrifugación que en 
el caso de mlcleos. 
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Además de los aspectos anterlores deben conslderarse 
cuidadosamente otros parámetros. Graham (1979) menciona que tres 
de los aspectos mé.s importantes son: a) la t.écnlca de 
hoa.ogene1zac16n, b) la compoa1cl6n de la aoluc16n de 
bomogene1zac16n empleada y e) las condiclonea de corrida 
centrif'ugaclonal. 

s.1.1. ESTABLEClMlEllTO DE LAS TtcNlCAS DE AISLAMlEllTO ORGAllELAI\ 

lL..L..L.1 ANTECEDENTES rtcHICOS Y CRITERIOS DE E:vAWAC!OH 

De acuerdo a las diferencias existentes entre los diferentes 
organelos y los tejidos de los cuales proceden, las condiciones de 
aislamiento organelar varian, tales como: velocidad, tiempo, 
vlscocldad del medio, variedad de centrifuga selecclonada, 
etc. deseado y del tejido del cual proceden. 

El objetivo final de Ortega ( 1988) era la cuantificación de la 
sintesis del ONA organelar ln vlvo en contraste con el objetivo 
del presente trabajo el cual cons1st16 en el establecimiento de 
una técnica de aislamiento organelar con miras a la determinación 
del grado de slntesls de DNA Jn vltro. Por esta y otras razones es 
de esperar que las técnicas descritas por Ortega (1988) hayan sido 
evaluadas con base en dlstlntos criterios a los manejados en la 
presente 1nvestlgacl6n: 

Los dos criterios básicos para la evaluación de las técnicas de 
aislamiento organelar fueron: 1) el grado de actiVldad de la DHA 
poll.merasa. y 2) la respectiva concentración de tllA y de proteina 

..., f'1nal.9Cnte recuperados. 

De acuerdo a los objetivos de la presente 1nvestlgac16n el primer 
crit.erio f'ue indlapenaable. Por au parte, la cuantif'lcaci6n del 
lltA en las f'raccionea orsanelares f'ue seguida. co90 lndicatlvo de 
la erectividad de la• técnica• de alalalliento organelar as1 como 
el reruU.aient.o proteico que las aiaas ofrezcan. 

~ TtCNICA I DE A/SLAHIENTO ORGAHELAR 

Se estableció el primer método de aislamiento organelar (ver 
Esquema I en el Capitulo "Procedlaientoo Experimentales"). En 
dicha técnica so lleva a cabo, en priMr lugar, el alulamlonlo 
dif'erenclal de loa núcleos celulo.res y a continuación, el 
alelamiento simultáneo de plastldlos y mitocondrlas. 
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A) AISLAMIENTO llUCLEAR 

La técnica utilizada en el aislamiento nuclear fue una adaptación 
de las técnicas descritas Por Cheah y Osborne (1978) y Ortega 
(1988). Ambos reportan el aislamiento nuclear bajo las siguientes 
condiciones: 625 g {2200 rpm en nuestras condiciones de corrida) 
por 15 mln. 

Sin embargo, Chrlstophe et al (1981) reporta una velocidad mayor 
de aisla.miento nuclear (2000 g dui-ante 10 •ln) por lo que. con el 
fin de asegurar un aislamiento nuclear más eficiente, se decld16 
en este aspecto probar una mayor velocidad de corrida. Es de 
•hacerse notar que la completa ellmlnac16n de los núcleos 
constltuia un requisito indispensable para garantizar que el DNA 
de la fracción celular fuera exclusivamente de plastidlos y 
altocondrlas. 

Después de varias pruebas e:xperimenlalea, •e observó que la 
fracción nuclear alelada a 1089 g (3000 rpm) por 10 min era más 
rica en DNA y en actividad de DNA poll.erasa en comparación con la 
obtenida en la corrida a 625 8 de aqu1 que la primera corrida haya 
sido establecida como parte de la Técnica I. 

Como se mencionó anteriormente, el IWA f'ue la molécula 
seleccionada como "marcador organelar" ~ El problema de la 
contaminación de las preparaciones con DNA nuclear f'ue superado al 
eliminar los ri.úcleos del~ extracto crudo en la pri.era 
centr!f'ugación con lo que el DNA de la f'racc!ón 
"plastldico-mitocondrial" pudo aer considerado como 11arcador 
exclusivo de dicho• organeloa. 

B) AISLAMIENTO PIAST!DICO Y MITOCONDRIAL 

Una vez ell111inados los núcleos del extracto crudo se sedimentaron 
conjuntamente los botones plastidico y altocondrlal; Lo anterior 
se reallz6 haciendo uso de la técnica descrita por Ortega (1988) 
en el aislara.lento diferencial de mitocondrlas. Era de esperarse 
que los plastldlos sedimentaran Junto con las mltocondrlas puesto 
que tos plastldlos. al ser de aayor tamafto que las 11ltocondrias, 
requieren de velocidades aás bajas de sedlmentac16n (1900 g). La 
sedlmentaclón de las pequeftas mltocondrias a 17,400 g arrastra 
consigo a la fracción plastldlca. 
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una vez obtenida la suspensión plasUdica-mitocondrial se ensay6 
la actividad de DNA polimerasa. Como se observa en la Figura s.1 
dicha actividad fue detectable desde las primeras horas de 
germinación. 

5 10 15 20 
··lJEMPO DE OERMlNACION (HORAS) 

Fig. 5.1. CllftTICA DE ACTIVIDAD IH VITRO DE US DllA POLU!ERASAS 
PLAST!DICA Y KITOCONDRIAL A DIFERENTES TIEllPOS DE GDUUNACIÓN. Se 
g:etermin6 la actividad especifica enzimática como la cantidad de 
.J¡{-timidlna incorporada al DNA activado por microgr.amo de proleina 
(CPM/µgP) PQr la fracción-mezcla de ambos orga:nelos aislados 
diferencialmente de embriones de malz germinados durante 3, 6, 15 
y 24 h (ver técnica en el apartado 4.::)). 
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La actividad especifica detectada entre las 3 y 24 horas de la 
germinación muestra un comportamiento lineal con un aumento de 
aproximadamente 8. 4 veces. Los valores de cpm y µg de protelna 
obtenidos se muestran en la Tabla S. t. 

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

Horas de germinación CPK µg de prot. cnm/µg.prot. 

3 
2124 109 19. 9! 0.3S 
2002 99 

6 
2700 70 40,4! l. 8 
2322 SS 

4312 33.8 109. s! 18.1 
15 4660 SI.O 

24 
6SOO 42.0 167. 7~ 12.9 
6788 37.6 

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Ortega 
(1988), En dicha investigación se reporta que la sintesls de DNA 
organelar en ejes embrionarios de naa1z es detectable desde tiempos 
tempranos de la germinación: desde las 4 h se observa la 
incorporación de una cantidad importante de marca radioactiva al 
DNA organelar. Dicha marca se incrementa hacia las 6 h de 
germlnaclón haciéndose notable a las 20 h tiempo en el cual dicha 
1ncorporac16n especifica se ha incrementado en un SOY. 
aproximadamente con respecto a la urca inicial. 

En la Figura S. 2 se muestra que la concentración del llfA organelar 
exhibe un comportamiento similar al de la actividad de DMA 
polimeraDa dentro del alomo lapso germlnatlvo: a lo.s 3 h de 
germinación se detectaron 16.1~ t. 3 µg/ml dt;: mfA los cuales se 
incrementan notablemente hasta wi valor de 70- 6 µg/ml a. las 15 h 
de gerainacl6n. 

~ 'TtCNICA II DE A/SLAllIENTO ORGANELAR 

SfJ probó un aegtmdo método de aislamiento organelar por medio del 
cual ae obtuviera cada organelo por separado para lo cual, una vez 
ell•lnadoa los núcleos celulare•, ae incluyó una corrida 
ccnCrifdgaciOnat a· 1a 'fécnica I 'que 'hlct·er-a posible- la acparac16n 
diCerencial de loa plaetldlos y laa mllocondrlas organelares. 

Para ! levar a cabo el aislamiento plastldico diferencial se 
taod.lf'icaron las cond1c1ones de corrida reportadas por Or-tega 
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TESIS 
~ff lt. 

NI MUE 
2:1U8TEC,, 

(1988) qulen los aisla a 5900 g (7000 rpm) por 10 mln y en su 
lugar se adaptó el método de Bigglns ( 1971) quien reporta 1900 g 
(4000 rpm) por 10 mln. Se observó que el extract.o plast.ldlco de 
1900 g mostraba una actividad especifica de DNA pollmerasa del 
doble con respecto a la del extracto de 5900 g. Se hablará mAs al 
respecto en la D1ucus16n. 

80 ----·------------·----·---·-·-··-··-

3 6 15 • 24 
TIEMPO DE GERMINACION (HORAS) 

Flg. 5.2. COllCEN'IllACION DEL mA PUST!DICO-MITOCOllDllIAL A DOS 
DIFERENTES TIEMPOS DE GERMINACION.Se cuantlf'lc6 la concentracl6n 
de DNA en la fracc16n-mezcla de plastldlos y mltocondrlas de ejes 
embrionarios de malz de 3 y 15 h de germ.1nac16n. La cuantlflcac16n 
se llevó a cabo por la técnica de Giles y Hyers (1957) (ver 
apartado 4. 10 l. 
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En el caso del aislamiento mit.ocondrial oi se adapt.6 tal cual lo 
describe Ortega (1988): 17,400 g UZ.000 rpm) por 20 min. Dicha 
técnica es una adaptación de la técnica reportada por Zclitch 
(1967): 10,000 g (9100 rpm) por 20 min. 

Como se observa en la Tabla 5.2 las veces de purificación de la 
DNA polimerasa plastldlca es muy buena (4.2 veces de pur1ficac16n) 
en comparación con la actividad obtenida por Sala et al., (1980), 
en la purificación de cloroplastos de hojas de espinaca (2 veces 
de purificación). 

La pureza lograda en los plastldios mediante la centrifugación 
diferencial fue mayor aún a la del extracto-mezcla (3. 2 veces de 
purificación) a pesar de que dicho extracto contiene ambas DNA 
polimerasas organelares. Al parecer, la actividad de las DNA 
polimerasas aisladas en el mismo extracto se encuentra 
parcialmente inhibida. 

TABLA S. 2. TABLA COHPARATIVA DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LAS DNA 
POLillERASAS PLASTIDICA Y MITIJCOHDRIAL DE MAIZ EN EXTRACTOS­
MEZCLA Y DE AISLAMIENTO DIFERENCIAL ORGAllELAll. 

Fracción aislada CPIVµg. prot. mg/ml prol Vece• do Técnica 
purlrlcoclÓn 

EXTRACTO CRUOO 33. 3! 4. 5 4. s! 1. 5 1.0 I y II 

EXTRACTO-MEZCLAª IDS.s! 11.6 J.2! 1. 1 3.2 I 

AISLAMIENTO DU"ERENCIAL 

HITOCONDRIAS 1 42! s. 6 z.14! o. 36 1.·3 II 

PLASTIDIOS 1141.3! 41.2 ¡,7! 0.99 4.2 II 

GRADIENTE DE PURIFICACIÓN 

HITOCONDRIAS 196.2! 25.6 lt.38! o.381 2.9 II 

PLASTIDIOS 1340. s! 99. 3 lo. 4! o. 22 1 10.2 II 

a) Se denomina extracto-mezcla a la fracción de ambos organelos 
(plastidios y m1tocondrias). 

Observaciones adicionales ofrecieron algunas otras evidencias en 
torno a la probable existencia de algún lnhibidor de la DNA 
polimerasa: al ensayar la actividad enzimática del homogenado 
celular inicial a diferentes concentraciones de protelna se 
observó con sorpresa que la actividad especifica de los extractos 
diluidos 1:2 y 1:4 era mayor que la actividad enzim1Hica del 
extracto concentrado (ver Figura s. 3}. En la Tabla S. 3 se anexan 
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los valores de cpm y los promedios oblen1dos de los duplicados de 
la Figura 5. 3 

2500 

1~ 
:r 1500 
é. 
~ 1000 
o 

500 

o.jd:::==~~~;z:i..:.:.::C~~~~~~-=7 
B C 

GRADO DE DILUCION 

F'lg. 5. 3. ACTIVIDAD DE lllA POLIKERASA TOTAL DI DIF'ERDITES 
DILUCIONES DE EXTilACTO CRUDO DE EJES EKBRIONARIOS DE HAIZ. Se 
cuantif1c6 la actividad do DNA pollmerasa en tres distintas 
diluciones: un extracto concentrado (1: 1) y dos diluidos (1:2 y 
1: 4). La Tabla S. 3 muestra los valores obtenidos con sus 
respectivos promedios para cada duplicado. 

TABLA 5.3. 
Valores de cpm de la Figura 5.3 

Dilución CPH Promedio 

1:1 2482 2333~ 149 
2184 

1:2 2777 2683! 94 
2589 

1:4 2430 2544! 1~4 

~. 
2658 



Probablemente. la d1luc16n de los extractos proteicos provoque, a 
su vez, la dilución de algún inhibidor de las DNA pol imerasas 
organelares que probablemente exista en el extracto crudo; de 
manera similar a lo reportado por Coello (1989) en cuyo trabajo se 
propone la probable existencla de algún inhlbidor de las DNA 
pol!meranas en el extracto de hojas de maiz. 

Sin embargo, los rcsul tados obtenidos no son suficientes para 
probar las especulaciones hechas al respecto y es necesario 
realizar más investigaciones. 

En el caso de Ja IWA polimeraoa .mttocondrial. las veces de 
purif'icación obtenida {t.3 veces) no es tan grande como el 
reportado por Christophe et .J.1., { 1981) do 8 veces de purtf'icación 
en mi tocondrias de trigo. 

Por otra parte, a diferencia de la DNA polimerasa plast1dica, las 
veces de purif"icación lograda para la DNA pollmerasa mitocondrlal 
es menor que en el caso de la DNA polimcrasa en el extracto-mezcla 
(ver Tabla 5.2). Seguramente esto se deba a que las condiciones de 
sed1mentac16n de la fracción m1 tocondrial arrastra una gran 
cantidad de contaminantes que Inhiben la actividad de la enzima 
mi tocondr i al. 

Finalmente, con respecto al rendimiento organelar de esta té<:nlca, 
el hecho de que la suma de las concentraciones individuales del 
DNA plastidico y mi tocondrial rucra muy semejante a la cantidad de 
DNA del extracto-mezcla (no se muestran resultados) f'ue 1ndlcat1 vo 
de que las técnicas de aislamiento organelar dlf'erenctal ofrec!an 
un buen rendimiento, traducido en una minima pérdida de prote!na 
organclar. 

Sin embargo, se consideró adecuado el establecimiento de una 
técnica de purificación organelar con el fln de obtener fracr.iones 
proteicas más limpias. 

5.2 TECNICA DE PURIFICACION ORGANELAR 

A pesar de que la técnica Il of'recln Wl buen rendimiento 
organelar, las f'racciones organelareo prescnluban todavía un al to 
grado do contaminación, nspecialmcntc la iracción ml tocondrial 
pues, a pesar de que en las técnicas ·de aiulamtento dlf'orenctal 
gran parte dt!l material contaminante es arrautrado De<liante la 
cenlrif'u¡aclón de lavado, generalmente se requiere un paso 
adicional de pw·il'lcaclón organelar. 
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En la purif'icaci6n de organelos de embriones de maiz, Ortega 
(1988) ut.iliz6 gradientes discontinuos de Percoll en la 
purif'1cac16n mltocondrlal. Sin embargo, los resultados fueron poco 
satisfactorios debido al bajo rendimiento organelar obtenido por 
lo que en dicho trabajo se opt6 finalmente por separar a los 
organelos Unicamente por aislamiento dlferenclal sin realizar 
ninguna purificación organelar posterior. 

En el presente trabajo se optó por llevar a cabo una purlflcaclón 
organelar posterior al alslamlento diferencial con el objetivo de 
que la caracterización de las DNA pollmerasas organelares fuera 
más confiable. 

La técnica desarrollada fue una adaptación de las técnicas 
reportadas por Pardo et al., (1979) y Fuesler et al., (1904). La 
adopción de dichas técnicas se consideró apropiada. ya que fueron 
establecidas para la purificación de amiloplastos de cotiledones 
de pepino; es decir, f'ucron establecidas para el aislamiento de 
organelos en un grado de desarrollo similar al de loe plastidlos y 
mitocondriae de embriones de malz. 

Es muy común la ut111zaci6n de una o dos capas de gradientes de 
sacarosa de diferente densidad a través de las cuales se 
distribuyen las diferentes particulas contaminantes que han 
sedimentado slmul tá.neamente con las partlcula de interés lo que 
finalmente permite alslar a la partlcula con un mayor grado de 
pureza. 

Los criterios fundamentales bajo los cuales se estableci6 la 
composición de los gradientes de sacarosa fueron: la actividad de 
la DNA -polimerasa y la concentración de proteinas presentes en el 
botón organelar. 

La Tabla 5.2 muestra las veces de purlflcaclón de ambas DNA 
pollmerasas organelares a lo largo de la purlf1cac16n plaslidlcn y 
ml tocondr lal. 

La actlvldad especifica de la DNA polimerasa de organelos 
purificados aumenta en 2. 4. y 2. 3 veces en comparación con la 
actividad observada en plastidlos y mltocondrlas respectlvamente 
aislados diferenclalmcnte. Es probable que dicho aumento ac 
alcance gracias a la ellminac16n de los contaminantes o de algún 
factor inhibitorio de la actividad poUmerlzante del DNA presente 
en los extractos organelares no purificados. 

Sin embargo, nuevamente en el caso de rnltocondrias la purificación 
obtenida (2.9 vcceo de purlf'icac16n) no fue tan grande como la 
reportada por otros investigadores. En el caso de las mi tocondrlas 
de trigo Chrlstophe et al., (1981) reporta una puriflcac16n de 25 
veces con respocto al extracto eructo. La diferencias entre ambas 
t6cnlcas de purlficac16n m1tocondr1al radica principalmente en la 
composici.6n del gradiente de sacarosa. 
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En el caso del gradiente de plastldios, a pesar de que la técnica 
dio muy buenos reGultados de pureza organelar (10.2 veces de 
purif'lcaclón), no fue posible estandarizar una técnica 
reproducible ya que en todos los casos se observ6 una gran 
fluctuación en la eantidild de proteina organelar recuperada. 

Existen otras técnicas de pur lflcación cloropll'tsllca que reportan 
la sedimentación organelar. a través de gradientes de sacarosa, a 
velocidades mayores que la utilizada en la presente investigación 
(Sala et al . , 1980) asi como la utilización de gradientes de 
sacarosa de diferente composlc16n (Pardo et al., 1979). Por lo 
que, en primer término, considerarla la conveniencia de probar 
otras condiciones de aislamiento plastidlco con el fln de mejorar 
el rendimiento de la técnica. 
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5.2 ESTABLECIMIENTO DE LA TECNICA DE RUPTURA ORGANELAR 

La aolub111zac16n de lae J»lA pollmerasas organclares rue el primer 
paso de la técnica encaminada de f'orma más directa a la 
purlflcación de la mlsma.4 Una vez est.ableclda. la técnica de 
aialamhmto organelar se procedió a la evaluación de distintas 
técnicas de ruptura organelar y de aolubil1Uc16n cnzi11Dát1ca 
mediante las cuales f"uera posible obtener Nnbas fracciones 
proteicas organelares llb~s de membranas. La ellm1nac16n de las 
8Mlbranas organelares hace poalble llevar a cabo una 
caracter1zac16n enzimática más reproducible ya que frecuentemente 
los restos membranales interfieren en el ensayo de las DNA 
pollmerasas organelares. 

En un gran número de lnvestlgaclones ! levadas a cabo en 
mitocondrlas y cloroplastos {Castrovlejo et al .• 1979; Chrlstophe 
et a.l., 1981; Echeverria et al .• 1991; Knopf et al., 1976 y Sala 
et al., 1980) se reporta que la lisis orga.nelar y la 
solubll1zac16n de las ONA polimerasas organelares se logra 
mediante la apllcac16n de técnicas similares a la que a 
contlnuaclón se describe: el extracto organelar so somete a un 
primer tratamiento con algún detergente (Dlgi tonina. Trlt6n X-100 
u otros) y a continuación a sonlcac16n o a la acción mecánica de 
homogenelzadores eléctricos. 

Sin embargo. en el presente trabajo se probó inicialmente la 
ruptura organelar mediante dos "'técnicas alternativas" en las 
cuales se evitara el contacto de las enzimas con el detergente a 
fln de evitar cualquier interferencia que el mismo pudiera 
presentar sobre la actividad de la ONA pol1111erasa: Por otro lado, 
no se consideró adecuado trabajar con homogene1zadores eléctricos 
dada la baja cantidad de material vegetal del que se disponla. 

En resumen. el establecimiento de una buena técnica de 11sis­
aolub111zaci6n organo-prot.elca roquir16 de la evaluación de cinco 
diferenteli técnicas que a contlnuac16n se describen; f"lnalmente la 
quinta técnica f'ue la establecida en la presente 1nvest.1,eac16n. 

s. 3.1. CHOQUE ttrum:o 

El choque térmico consiste en someter a la suspens16n organelar a 
cambios bruscos de .temperatura.- (de 2QºC ,,.a -.70.~C .... tres .. vec~s) 
seguida de agl tac16n breve y vigorosa (adaptación de Heléndez, 
1990). 
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Se observó que dicho tratam!ento térmico provocó un incremento en 
la actividad especifica de la DNA pollmerasa en ambas suspensiones 
organelares. Sin embargo. el problema surg16 al tratar de obtener 
una f'raccl6n proteica más pura separando los restos mentbranales de 
Ja fracción soluble. 

La separación del botón membrana! (centrifugación postrlbosomal 
realizada a 100. 000 >:: g durante 1 h todos los casos) provocaba un 
descenso de aproximadamente el SOY. de la actividad enz1má.t1ca 
lniclal puesto que los restos membra.nales arrastraban el otro SOX 
de la actividad DNA ... pollm.erb:ante. 

Flnalmente,dado el bajo rendimiento que esta técnica ofrecia. se 
decidió proceder a la modlficac16n de algunas de las condlclones 
manejadas en la mlsma. 

5. 3. 2. CHOQUE TállllCO Elf PRESDICIA DE EDTA 

La segunda técnica de lisis organelar fue la adaptación de la 
técnica reportada por Meléndez (1990). En dlcha 1nvestlgac16n se 
reporta la lisls nuclear por choque térmico pero esta vez en 
presencia de altas concentraciones de EDTA (30 mH}. El EDTA es un 
agente quelante que forma complejos con los iones calcio 
1nterf'1r1endo en la acc16n estabilizadora que dicho lón realiza 
sobre las membranas. La ruptura membrana! se :faci 11 ta al 
someterlas. en estado de baja lntegrldad estructural. a cambios 
bruscos de temperatura. 

Sin embargo. se observó el mismo problecr.a que en el caso anterior. 
Mientras el extracto organelar tratado no se sometiera a la 
corrida centrifugacional de elisninaclón membranal. la nctlvidad 
especifica de la DNA polimerasa aW!lentaba en la fracción de lisis 
organelar con respecto a la suspensión organelar inicial; pero una 
vez "clariflcada" la Cracción después de la el1tt1inacl6n membranal, 
gran parte de la actividad enzimática era arrastrada con las 
m1s11as. 

Además. la presencia de EOTA en alta concentraclón afecta.ba la 
actividad de la DNA polimerasa ya que ~~te agente quelante forma 
complejos muy estables con lo~ iones Mg requeridos en el ensayo 
de DNA pollmerasa. 

Se intentó eliminar dicho agente quelante mediante la dláUsls de 
~ la"'frace16n·lJ'rotelca· pero··la ·act-1v:ldad "CttZ-lmátlo« di~minula, de 

manera considerable después de dicho tratamiento. Al parecer. al 
igual que otras DNA polimerasas, e.g. en mltocondrlas de células 
HeLa (Knopf et al., 1976), y algunas enzimas solubles de maiz 
(Garcia , 1991), las DNA pol!merasa.G organelares de malz no 
soportan la diálisis. 
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s. 3. 3. TllITOH x-100 

Un tercer método de lisis organelar fue la utlllz.ac16n del 

!~!:~:~:;e rJ:\t~~ub~~!º~ :te ~·u~n:e001se~1nc.ua~es:~~: dseusr:n~~~~ 
eran agltadas vigorosamente para proceder al ensayo de la DNA 
pol 1merasa. 

Se realizó una observac16n interesante con respecto al efecto del 
Tritón X-100 sobre la actividad de la DNA pollmerasa organelar. En 
el ensayo de actividad de DNA pollmerasa realizado a los pocos 
minutos después del tratamiento con tritón, se observaba que la 
presencia del detergente provocaba un efecto "actlvante" sobre la 
DNA polimerasa en nmbas suspensiones organelares. Sin embargo, 
minutos más tarde se hacia necesario dlluir las fracciones 
organelares ya que el contacto prolongado de las DNA polimerasas 
con el tritón provocaba el efecto contrario al 1nlcialmente 
observado: la actividad de las enzimas se perdia paulatinamente. Y 
se encontró que al diluir al doble el volUll'\en de la fracc16n 
soluble lo cual a su vez causaba la dllucl6n del detergente se 
lograba conservar por más tiempo la actividad DHA-po11merlznnte. 

Sin embargo, en este caso también se presentó el problema del 
arrastre de la actividad DNA-pollmer1zante en las membranas 
organelares detect6.ndose en éstas la mayor parte de la actividad 
enzimática. 

las observaciones anteriores podrlan ser explicadas al tomar en 
cuenta la naturaleza quirnlca del Tritón. El Tritón X-100 contiene, 
dentro de su estructura, una zona altamente hidrof6bica. Esta. zona 
pudiera estar ofreciendo un ambiente adecuado para que la DNA 
polimerasa actúe de manera óptima. Sin embargo, este "efecto 
actlvante" se observa sólo en los primeros minutos de contacto del 
detergente con las enzimas, pues el contacto prolongado provoca 
una drástica d1sm1nuc16n de la actividad enz1má.ttca probablemente 
por la desnaturalización de las proteinas: alteracl6n de su 
conformación proteica y pérdida de su actividad enzlmé.llca. 

Asi pues, en vista do que con las técnlcae anteriores no era 
posible provocar la completa oolub111zac16n de las DNA polimerasas 
organelares, ne opt.6 por probar la ruptura organelar a mayores 
concentraciones de det.ergent& en un rango de 0.1 a o. BY. de Tritón 
X-100. Sin embargo. con ninguna de las diferentes concentraciones 
de detergente probadas se logró elttraer lolalment.e la actividad de 
DMA pt1llmerasa. hacia la f'racci6n soluble. 
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5. 3. 4. SONICACIÓN 

El siguiente método ensayado fue la lisis organelar por medio de 
son1cac16n (S golpes con duración de 10-15 seg cada 30 seg. 
evitando el sobrecalentamiento) en presencia y ausencia de Tritón 
X-100 al O. l'r. ; pero aun con esta técnica altamente agresiva se 
obtuvieron los rolsmos resultados no satlsfactorlos que con lQS 
métodos anteriores. 

5.3.5. TRITÓN Y NUCIL\SA 

Como quinto método de Us1s-solub111zac16n organo-protelca se 
adaptó la técnica descrl ta en Echeverr la et al. , ( 1991), en la 
cual se reporta la d1gcst16n de los ácidos nucleicos de 
mltocondrlas de trigo como paso fundamental en la solub1llzac16n 
de la DNA pollmerasa m1tocondrlal. 

Se llev6 a cabo la técnica de lisis organelar descrl.ta en el 
capitulo de "Procedlmlentos Experimentales'' la cual consiste en: 

1.- Ruptura organelar en presencia de Trlt6n y, a contl.nuacl6n 
2. - D1gesll6n de los ácl.dos nucleicos con nucleasa. 

Echeverrla et al .. , (1991) reporta quo la DNA polimerasa 
mlt.ocondrlal se encuentra en intima relación con el DNA 
mitocondrial el cual, a GU vez, so encuentra enclavado en la 
Dem.brana de la mit.ocondrla, por lo que, una vez digeridos los 
ácidos nucleicos, es posible liberar a la DNA polimerasa hacia la 
fracción eoluble. 

En la Figura 5.4 se observa la actlv1dad de la DNA po11merasa del 
extracto-mezcla plast1dlca-mltocondrlal a cada paso del 
tratamiento con Tr1t6n-Nuclcasa. Los valores son el 'Promedio de 
dos ensayos idénticos. 

La columna I representa la actividad especifica inicial de la 
suspenui6n-tnezcla de ambos organelon (25 cpaVµg prot. ). Después de 
la ruptura con tritón se observa un incremento de la actividad 
enzimática total (suma de la segunda y tercera columnas) de la 
cual solamente uno. cuarta parte se libera hacia la fracción 
soluble (columna eobrcnadante-T con 25 cpm/µg prot, ) mientras que 
aproximada.mente las otras tres cuartas partes de la actividad 
enzimática non arrastradas con las membranas orga.nelarcs (colusnna 
bot6n-T con 75 µg prot. ). 

El awnento en la actividad especifica de la DNA pollmerasa después 
de la ruptura organelar con tr1t6n probablemente se deba o. que 
dicha ruptura permite el establcclmlento de un mayor contacto 
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entre la DNA polimerasa unida a membrana y el templado utilizado 
CONA activado) en comparación al existente en lo organelos 
intactos. Por otra parte, a pesar de que la cantidad de DNA 
pollmerasa que se solublliza es menor a la que permanece enclavada 
a las membranas, dicha enzima se encuentra en un ambiente más puro 
que le permite actuar más libremente mostrando una actividad 
especifica casi idéntica a la del extracto inicial. 

Fig. 5.4. A<:rIVIDAD ESPECIFICA DE LA llNA POLillERASA DETE<:rADA DI 
LAS FRACCIONES SOLUBLE Y l!EKBRMIAL DE LA FRACCIÓN 
PLASTIDIC:O-KITOCONDRIAL DESl'UtS DE SER TRATADA C:ON DOS rtCNICAS DE 
RIJP'I1JRA-SOLUBILIZACIÓll ORGANO-PROTEICA. La fracción mezcla inicial 
sin tratamiento (columna I) se sometió a dos dif'erentes técnicas 
de ruptura-solubillzac16n organo-proteica: con tritón (T) y con 
trit6n-nucleasa (N). A continuación se separaron el sobrenadante y 
el botón y se cuantlflc6 en cada uno la actividad especifica de la 
DNA pollmerasa (CPH/µg proteina). 
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Es importante mencionar que, dada la gran heterogeneidad de la 
suspens16n membranal, el ensayo de DNA pollmerasa en los mismos es 
muy poco reproducible. Dicho extracto contiene una gran cantidad 
de restos membranales de diversos tarnaffos lo cual, aunado al hecho 
de que la. DNA polimerasa se encuentra unida al DNA enclavado a la 
membrana provoca que la cantidad de enzima recolectada en cada 
allcuota varie entre los ensayos y en consecuencia su actividad 
enzimática también varle de un ensayo a otro. 

Jnteresantemente 1 se observó que al degradar los ácidos nucleicos 
en el extracto de lisis organelar. el bot6n membrana! presenta una 
actividad enzimática nula (columna botón-ff) en comparación con la 
actividad de DNA pollmerasa de la fracción soluble (columna 
sobrenadantc-N) la cual se incrementa hasta 230 cpm/µg prot. en 
comparación con la actividad liberada con la sola ruptura 
organelar (70 cpm/µg prot. l. 

Estos resultados demostraron que las otras técnicas de 
solub111zaclón enzlmátlca son capaces de solub111zar sólo una 
pequef'Sa parte de la DNA pollmerasa total mientras que la mayor 
parte permanece unida a los restos membranales. 

Lo anterior se comprueba al comparar las actividades enzlmoitlcas 
del extracto soluble después de la lisis organelar con la del 
extracto soluble después de la digestión de los ácidos nucleicos 
en los organelos rotos. 

El drástico incremento en actividad enzimática después del 
tratamiento con nucleasa es una prueba más de que la DNA 
pollmerasa Jn vltra actóa más eficientemente al estar libre de los 
restos organelares que al estar unida a ellos. Esto ciertamente 
contrasta con lo que debiera ser su actividad In vJvo en el cual 
el medio más proplclo para su actividad se dará cuando la enzlma 
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 caractertzac16n de una enzima y el conocimiento de su mecanismo 
de acción implica la detendnac16n de parámetros tales como: la 
espec1f'1c1dad de sustrato, la naturaleza de sus lnhlbldores y el 
anáUsls cinético de la actividad catalitlca en f'unc16n do 
dlf'erentes condiciones de reacción (pff, f"uerza 16nlca, presencia 
de ciertas sales, temperatura, etc. ) . 

En la presente 1nvest1gac16n se caracterizaron ambas DNA 
pollmerasas en distintas concllclones de reacción, a saber: la 
presencia de lnhlbldores, la utlllzaclón de dos dlf'erentes 
templados con dos cationes distintos. 

S. 3.1 EFECTO DE INllIBIDORES 

Se cuant1f1c6 el porcentaje de actividad de ambas DNA polb1.erasas 
organelares frente a una sola concentración de los tres 
lnhtbldores que a contlnuacl6n se mencionan. 

~ AFIDICOLINA 

Una de las caracterlstlcas que distinguen a la DNA pollmerasa « de 
las DNA pollaerasae fJ y 7 es la susceptlbilldad de la primera al 
antibiótico ant1v1ral afldlcollna en contraste con las segundas 
que son totalmente resistentes. 

Dicha droga -producida por CephalosporJ.wn a/,hldJ.cola con fórmula 
•olecular C2ollu0t 1 (ver Fisura s. 5) - Inhibe la repllcac16n del 
DNA nuclear y viral en c61ulas anlaales (Brund.ret et al., 1972;: 
Ohaahl et al., 1978) asi coao la actividad de las DNA poll•erasas 
a y e, ambas l•plicadas en la repllcaclón nuclear Ck:ornberg 
y Baker, 1992). · 

$ 
FJg. s.s. Estructura quim.lca de 

la afldlcollna. 
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Sin embargo, la a1'1dlcollna no inhibe la slntesls del DNA 
altocondrlal nl cloroplAstlco nl las actividades de la DNA 
poll11erasa J de E. coll y de la transcrlptasa reversa (Galll, 
1982). 

Por otra parte, se ha reportado que la af'ldlcollna actúa como 
inhlbldor competitivo del dCTP por lo que su acc16n depende 
estrictamente de las concentraciones relativas del sustrato e 
lnhlbldor a una concentración fija de enzima (lwamura y Aoshlma. 
1985; Sala et al., 1980). 

El comportaalento de las DNA pollaerasas organelares de aa1z 
f'rente a la af1dlcollna se auestra en la Figura s. 6. 

EFECro DE JA AFIDICXllJNA 
DNA POUMERASAS ORGANEIARC3 

1 rzl;¡j PLASTIDICA al llITOCONDRIAL 

Fis. 5. 6: EFECI'O DE LA AFIDICOLillA SOBRE LA ACTIVIDAD DE AllBAS D11A 
POLJlllllASAS OllGANELARES. Porcentaje de actividad de las DNA 
poll11erasas plastidlca y •1 tocondrial de aalz a una concentración 
de 50 µg/ml de afldlcollna (relaclón 1:2 de afldlcollna/dCTP). El 
control sin lnhlbldor se ensaya en presencia de disolvente (DHSO) 
(ver t6cnlca en el apartado 4. 6. 1.1). · 

Puedo observar.e que ..a... enzS.-. oraanel_... 90n real•tento11 al 
1.nblbldor. •in .-barao 1 la mtA pollaeraaa altocondrlal parece •er 
1-v..ente Me re•l•tente a la a.fldlcollna que la plaatldlca. 
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Al comparar el comportamiento de las distintas DNA pollmerasas 
organelares vegetales y animales se observa que, en genei-al, (ver 
Tablas 5.4 y S.5),, ambas DNA pollmerasas organelares de ma1z son 
menos resistentes a la arldicol1na que cualquier otra enzlma 
organelar hasta ahora reportada. 

Las DNA poltmerasas mitocondrlales de trigo y soya presentan un 
100" de actividad hasta una relación de 1nhibidor/sustrato de 
1. 2: l y l. 8: l respectivamente: por su parte la DNA poi. m1t. de 
células HeLa presenta solamente un 10:.C de inhibición aun siendo la 
relación lnh/sust. mayor a la probada en la presente 1nvesttgac16n 
(2.5:1). 

TABLA 5.4. Porcentaje de actividad de las tflA pollmerasao 
nltocondrlales vegetales y anima.lea frente a la af'idlcolina. 

TEJIDO C<lllC. µg/ml REU.CION X DE ACTIVIDAD: 

VE&El'AL 
AFIDICOLINÁ AFID.: dctP TIPO DE ENZIMA 

Jlaiz so 0.5:1 n! s : resistente 

Tr1go8 
5 - 20 0.3: 1 - 1.2: 1 !OOX : resistente 

SOyab 20 l. 8: 1 !DOY. : resistente 

AHillAL 

Cél. Helac 25 2.5: 1 90X : reslst. 

a) Christophe et aJ., 1981; 
b) Heinhorst et aJ., 1990; (pico I de DEAEJ 
e) Zhwerman et al. 1 1980. 

Las DNA tJcllmerasas mltocondriales de trigo y soya son totalmente 
resistentes a wta relación de 1. 2: 1 de Jnh1bidor; mientras que la 
enzima de aitocondrias de células Hela se lnhibe en solo un 10" 
con una relación de 2. 5: 1. 

Las DNA poli•erasas cloroplástlcas son también altamente 
resistentes a afidicolina a una relación lnhibidor/sustrato entre 
t. 5: 1 y 1. 8: 1 para espinaca y soya respectivamente. · 
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TADI..A 5-5 Porcentaje de actividad de las DQ polilQCraaas 
plast.1dica y cloroplást.icaa f'rent.e a lo. af'ldlcollna-

TEJIDO COHC. µg/llÍ llELAClc.I X DE ACTIVIDAD: 
VD:ETAL AFIDICOLIHÁ AFID. :dCTP TIPO DE ENZIMA 

PLASTIDIOS 63! 13 
Maiz so 0.5:1 resl•tente 

Cl.llJIOPLASTOS 

Soya• 20 1. B: 1 100% ' 

Chicha ro b no lnd no lnd. 100%: 

Espinacaº so. 7 1. 5: 1 lOOX: 

Jltomated 40.6 no lnd. 97% : 

a) Helnhorst et al •• 1990; (pico l de DEAE)¡ 
b) Hckown et al.. 1984¡ 
e) Sala et al., 1980: d) Serra et a.1 •• 1990. 
no lnd.: dato no indicado en la referencia. 

~ N-ETILHALEIHIDA (HEH) 

resistente 

resistente 

resistente 

resistente 

Este reactivo es un lnhlb\dor especifico de las DNA poll1nerasas 11 
y 111 en procarlotes y de las DNA pollmerasas et, 7 y a en 
eucarlotes. La DNA pollmerasae I de E. col1 y fJ de animales son 
resistentes • 

.1Este reactivo tiene la fórmula molecular C6ll7N02 y la estructura 
qulmlca aostrada en la Figura S. 7: 

Fig. S. 7. Estructura qulmlca d~ la 
N-etllmalelmlda (NEM). 
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Es un 1nh1bldor que actúa bloqueando los grupos sulfh1dr1lo de la 
protelnas. Dependiendo de la locali:zaclón de dlcho grupo dentro de 
la secuencia aminoacidica y de la relevancia del mismo dentro de 
la actlvldad catal1t1ca de la enzima será el grado de 1nhlblc16n 
que ésta presente con NEM. 

Las DNA pollmerasas organelares de malz fueron ensayadas en 
presencia de NEM to rnM, obteniéndose los resultados de la Fig. 
5.9. 

EFECTO DE N-E'rllMAlEIMIDA 
DNA POUMERASAS ORGANEl.ARES 

1 ~ PLASTID!CA ~ J.!!TOCONDRIAL 

Fig. S. 8. EFEC!'O DE U. H-E:rll.llALEIMIDA SOBRE. U. ACTIVIDAD DE AMBAS 
PIA POLillERASAS ORGAHELARES. Porcentaje de actividad de las DNA 
poltmerasas plastldica y mltocondrlal de malz frente a una 
concentración de 10 mH de NEM a pH 7. 6. El control sin 1nh1bidor 
se ensaya en pr-esencla del disolvente (DKSO) (ver apartado 
4.6.1.3). 
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La Figura S. 8 muestra que las I»lA poliJDOrasas plaatldlca y 
altocondrlal presentan Wl comportamiento dif'ercncial frente a este 
inhlbidor: a.tenlrao que la enzlina mi tocondrlal es al ta.mente 
ausceptible 1 lo. enzima plastidica presenta una tDedlana realstencla 
a llEll. 

A la misma concentración de NEH ( 10 ttlH) la enzima plastldlca es 
activa en \ID 54:1.:::. 4 mientras que la enzlma mltocondrlal es 
alta.m~nto lnhlbida presentando sólo un 9.3:~! O. 7 de actividad. 

Por otra parte. al comparar el comportamiento de dlstJntas DNA 
pollmerasas organelares de otros vegetales y animales, se observa 
que es similar en la gran mayor.fa (ver Tabla S.6). 

•Las tres DNA pollmerasas mJtocondrlales animales que se presentan 
son altamente susceptibles ya que la NE:M abate la actividad 
enz1mátlca casi por completo y en el caso especial de la enzima de 
sinaptosomas neuronales de rata el e:fecto 1nh1b1 torio se observa a 
concentraciones tan bajas de NEH de 2 JQM, todas ellas a un pH de 
entre 7 y S. La DNA pol1merasa m1tocondr1al de malz es también 
altamente susceptible a la N-ettlmalelmlda. 

Con respecto a las otras dos DNA pollmerasas mltocondrJales 
vegetales, se observa que la de soya también es altamente 
susceptible, pero el gran contraste lo constituye la enzima de 
trigo que a concentraciones tan altas como 12 m.M, es altamente 
resistente. 

Al comparar el comportamiento de la DNA pal. plastldlca de ma1z 
con las ONA pol. cloroplásllcas y cromoplástlcas de otros 
vegetales (Tabla S. 7) se oboerva que el porcentaje de actividad do 
la tllA pol1Mrasa plast.ldica con HDf 10 flllif (54X) es u:ruy grande con 
rctspecto al que presentan las otras mlA polllDeraeaa aencloRiJ.dae en 
las 111mna.a condtclones de pH y aun más, dicho valor se t:tncuentra 
en el llmlte en el cual no se puede considerar como una enzima 
perteneciente, de :forma neta, a ninguno de los dos tipos de 
en.zlmas: (susceptibles y resistentes) pero en vista de que dicha 

.1enzlma conserva un gran porcentaje de su nctlvidad en comparación 
con las DNA pol. dll cloroplastos de otros vegetales. en el 
presente trabajo se le considerará. como una "MEDIANAMENTE 
RESISTENTE A NEll". 

Las DNA pollmerasas cloroplásticas de noya, chlcharo. espinaca y 
J1toinate son claramente susceptibles a NEM. A concentraciones tan 

"ba'Jas ·de · 1 ·mM, el porcenta:Je ·de ··actividad de las DNA pol. 
cloroplástlca de soya y Jl tomate es de solo el 26 y l 9~ 
respectivamente y del 34X para la DNA pol. cro111oplástlca de 
Jltomate. En el caso de las DNA pollmerasas cloroplást1ca de 
espinaca y la cromoplástlca de Ji tomate. se observa una lnhlblc16n 
casi total a una concentración tan baja de 2 aM de NEH con un 
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TABLA S. 6. Porcentaje de actividad de las DNA 
polimerasas mi tocondriales f'rente a la N-etil­
maleimida. 

TEJIDO CONC. X DE ACTIVIDAD, 

VEGETAL NDI mi! TIPO DE ENZIMA 

Halz 10 
9.3! 0.7 
ausceptible 

Trigo . 2 - 12 90X : resistente 

Soyab no ind. me : susceptible 

ANIMAL 

Cél. Helac 10 2Y. : susceptible 

H~:a;:~!~ºª 10 6Y. : susceptible 

Slnaptosomas 
neuronal9s de 

rata 2 tr. : susceptible 

a) Christophe et al., 1981 
b) Helnhorst et al., 1990: (pico I de DEAE) 
e) Solden et al., 1977; 
d) Hubscher et al., 1977 
no ind.: dato no indicado en la referencia 

porcentaje de actividad del 7Y. en ambos casos, en contraste con la 
DNA pollmerasa plastidlca de malz con un porcentaje de actividad 
del 54Y. a 10 mM de NEH. 

La mediana reuistencia de la DNA polimerasa plastldica de maiz a 
NEH es semejante al comportamiento de la DNA pollmerasa 
mltocondrial de trigo frente al mismo reactivo (Tabla 5.6); sin 
embargo, en este caso la enzima mitocondrlal de trigo es 
totalmente resistente al reactivo en un rango de concentraciones 
de 2-12 mM de HDI mientras que la plast1dlca de maiz es solamente 
medianamente resistente. 
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TABLA S. 7. Porcentaje de actividad de las 
DNA pollmeraaas plaetidlca y cloroplástica 

.frente a la N-etllmaleimlda. 

TEJIDO CONC. X DE ACTIVIDAD: 

VEGETAL 
NEK di TIPO DE DiZIKA 

Haiz 10 
54! 4 

medianamente 
resistente 

Soya• 1 26Y. : susceptible 

Chlcharob no ind. no lnd.: susceptible 

Espinaca e 
2 7X : susceptible 

Jitomated 1 !9X : susceptible 

Cromoplaslo~ 1 - 2 34 - 7Y. 
do Jit.omalo susceptible 

a) Helnhorst et al. , 1990; 
b) Mckown y Tewarl, 1984: 
c) Sala et al., 1980; d) Serra y Carrillo, 1990. 
no lnd.: dato no indicado en la referencia. 

~ DIDESOXITIHIDINA TRIFOSFATO (ddTTP) 

La dldesoxltlmldlna-tr !fosfato (ddTTP ), al Igual que la 
afldlcollna, es un lnhlbldor competltlvo. Este reactivo compite 
con el sustrato normal dTTP. Se ha reportado que en algunos canos 
(Sala et al. , 1982) el ddTTP se combina reversiblemente con el 
~centro activo de la enzima compitiendo por éste con el sustrato. 
Pero en otros casos su inhibición es irreversible (Fukuda y 
Koruamlne, 1981). 

La velocidad de reacción con un lnhibldor competitivo depende 
estrictamente de las concentraciones relativas de sustrato e 
inhlbldor a una concentración i1Ja de enzima. 

En este caso, la única diferencia estructural entre el inhlbldor y 
el sustrato es que el primero contiene un átomo 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 s. 9 y su fórmula molecular es 
C10H1701lN2P3. 
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Fig. s. 9. Estructura quimlca de la 
J' - didesoxltlmldlna trlfosfato (ddTTPl. 

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

Ambas DNA pollmerasas organelares son susceptibles a este 
lnhlbidor a una relación de 1: 2 (ddTTP/dTTP) sin embargo, dentro 
de su susceptibilidad, la DNA pollmerasa plastidica es más 
resistente que la mi tocondrlal con un 36. 7X! 3. 4 de actlvipad, en 
contraste con la DNA pollmerasa mltocondrial con Wl 16. 2- 6. 2 a 
esta misma concentración de ddTTP. 

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

La DNA pollmerasa mitocondrial de soya es altamente resistente a 
este reactivo (ver Tabla S.B): esta enzima soporta, con un& 
actividad del 8S-7SX, una relación equimolar de ddTTP:dTTP y es 
más, a una relación de 10: 1 su actividad se conserva del SO al 
30X .• Por su parte, la enzima de trigo conserva su actividad en un 
45X en un rango de O. 5: 1 - 1: 1; esta enzima es mé.s resistente que 
la de maiz pero entra en el grupo de enzimas susceptibles. 

En contraste con lo anterior, la enzima de malz presenta una 
actividad del 16. 2x,'! 6. 2 a una relación tan pequen.a de O. 5: 1. 

La DNA pollmeraea mitocondrlal de maiz presenta un comportwniento 
frente a la ddTI'P similar al de las DNA polimerasas de su 
contraparte animal: tanto las primeras como las segwldas muestran 
ser mA.s susceptibles a este inhlbidor que las DNA pollmerasas 
mitocondrlales de trigo y soya. 
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EFECIO DE ddTl'P 
DNA POUMERASAS ORGANEI.ARFS 

FRA!XlON ORiANELAR 

j 1'22.6 PLAS'l!DICA c:J MITOCONDR!AL 

Fig. 5.10. EFECTO DE LA 2'-3' DIDESOXITIHIDINA 'IRIFOSFATO (ddTIP) 
SOBRE LA ACTIVIDAD DE AMBAS DNA POLIHERASAS ORGANELARES. 

:~~~:~!~~~ald~e a~;;;i~;:nt:e a 1=a ~=~ce~~~!~~~:s~~ f.1~;t~d!~~e ~ 
de ddTIP (relac16n O. 5: 1 ddTTP/dTTP). El control al 1001' sin 
1nh1b1dor se ensaya en presencia del disolvente (agua destilada) 
(ver técnica en al apartado 4.6.1.2). · 

Por su parte, las ONA pollmerasas cloroplá.stlcas de tejidos 
diferentes al maiz muestran, a su vez, una gran resistencia a 
dicho reactivo al igual que algunas DNA pollmerasas mitocondrlales 
vegetales. En el caso de la enzima cloropU.stlca de soya, al igual 
que la DNA pollmerasa mltocondrlal del mismo vegetal, resiste con 
un S0-30X de actividad una relación de ddTTP:dTTP tan alta de 
10: 1. Las DNA pollmerasas de espinaca y Ji tomate resisten una 
relación equlmolar de este 1nh1b1dor (ver Tabla S. 9). 
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TABLA s. 8. Porcentaje de actividad do las DNA polimeraaas 
m.it.ocondrlalcs vegetales y animales f'rcnte a la dd'ITP 

TEJIDO CONC. H RELACIÓN Y. DE ACTIVIDAD: 

VEGETAL 
ddTl'I' ddTTP : d'trP TIPO DE ENZIMA 

Kaiz 3.12 X 10-D 0.5 : 1 1&.2! 6 : susceptible 

Trigoª 5 X 10-S 1' z - 1: 1 4SX : susceptlblc 

Soyab 3.3-33 X 10-S !: 1 y 10: 1 85-75:1. y 50-30:1 
resistente 

ANIMAL 

Cél. HeLaic 3 X 10-S 1: l 1 ZOll : susceptible 
ddCTP : dCTP 

a) Chrlstophe et al .• 1981; 
b) Helnhorst et aI. , 1990; (pico l de DEAEl 
e) Zlmmerman et al., 1980. 

La causa de la gran dlslrn111tud en el comportamiento de. las DNA 
poltmerasas organelares de ma.1z frente a la ddTTP en comparación 
con el de otros vegetales as1 como la gran s1m1lltud que presentan 
las primeras con las DNA pollmerasas animales, es aun desconocida. 

TABLA s. 9. Porcentaje de actividad de las DNA poll~rasas 
plaat.1dlca, cloroplásticas y cromoplást.lca :frente a la dd'ITP 

TEJIDO CONC. H 

VEGETAL 
ddTTP 

Haiz 3.12 X 10-a 

Espinaca . 1 X 10- 4 

Soyab 3. 3-33 X 10-S 

Ji tomate e 5 X 10-S 

al Sala et al., 1980 
b) Helnhorst et aI., 1990 
e) Serra y Carrlllo, 1990 

llEI.ACIÓH 
ddTI'P : dtTP 

o.s : 1 

l!l 

1: 1 - 10: 1 

1:1 

no indt dato no indicado en la referencia 

10!1. 

Y. DE ACTIVIDAD: 
TIPO DE ENZIMA 

36.7! 3: GUBccpt.iblc 

no ind: resistente 

85-75:< y 50-30:1 
resistente 

no 1nd: resistente 



S. 3. 2. ACTIVIDAD CON TEKPLADOS (NATIIRAL Y ARTIFICIAL) 

Y CATIÓff DIVALEllTE 

El ensayo de actividad enzlmá.tica de DNA pollmerasa frente a 
diferentes templados es una herramienta importante en la 
caracterlzacl6n de los distintos tipos de las mismas. 

En el presente trabajo se reallz6 la caracterlzac16n parcial de 
ambas ·oNA pollmerasas organelares frente a dos distintos 
templados: DNA activado y polirA-ollgodT. A su vez, para cada 
templado fueron utilizados ambos cationes dlvalentes, magnesio y 
manganeso, a una sola concentrac16n ( 12 mM y o. 1 mH 
respectivamente) de sus sales de cloruro correspondientes. 

En el presente trabajo fue de gran utilidad el ensayo con el RNA 
templado - DNA primer {pollrA-ollgodT) en la caracterlzac16n de 
am.bas DNA pol lmerasas organelares ya que, de acuerdo a la 
hipótesis de trabajo, si las enzimas estudiadas presentaban una 
actlvldad preferencial frente a dicho templado, seria un punto a 
f'avor de su claslflcac16n como enzimas de tipo 7. 

Los resultados obtenidos se muestran a contlnuac16n: 

TEKPLAIJO/ORGANELO MITOCONDRIAS PLASTIDIOS 

l»IA ACTIVADO Hg •• 100 100 
Hn •• o o 

POLirA-OLIGOdT Mg2• o o 
Hn2• o o 

·Según se muestra en la Tabla Sa 10 ambas DNA polimerasas 
organelares de maiz presentan una clara preferencia por el DNA 

:~~~~:~º c:;r:~spr~~~~~A:~l~~':!!~c~:e;;sHg1;. ser absolutamente m;1s 

A cont1nuacl6n se presentan tres cuadros que comparan el 
porcentaje de ut111zac16n de ambos templados entre las distintas 
DNA pollmerasas organelares de fuentes vegetal y animal. 
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Ll..k.l. D11A Ac;rIVADO VERSUS POLlrA-OLIGOdT 

En el caso de las DNA pollmerasas mltocondrlales vegetales (Tabla 
S.11) se tiene lo siguiente: 

Las tres ONA pollmerasas mltocondrlales de trlgo, soya y malz 
utilizan DNA activado pero, mientras que ~fS dos2prlmeras pueden 

~:~:r~~l::e~~=s~~c~~l~~z:m~;: ~:2\l~n;sa H:ue ~o:" Mnt+ ~: =~~~=: :: 
inactiva. 

Con respecto a las preferencias de templado, trigo y malz utilizan 
mAs eficientemente ONA activado que pollrA-ollgodT~. el primero con 
ambos cationes y el segundo sólo es activo con Hg . Contrasta la 
enzima de soya que pre[.lere pollrA-ollgodT al DNA activado pero 
sólo en presencia de Mn • 

TABLA S.11. Porcentaje de actividad de las DNA 

:!1:~~==0 m~ t:~º;:~!~!~:1r:::~ª!:~ ~~~t; :!2· 
DNA Ac;rIVADO 

1 

PolirA-OligodT 
VEGETAL ~g2• Hn2+ Hg'• Hn2+ 

mico• 40 29.2 o 10. B 

SOYAb 74 17 o 100 

MAIZC 100 o o º· 
aJ Los datos de trlg~ se dan con respecto al lOOY. 
de polldA-ollgodT/Mri • (Chrlstophe et al., 1981 l 
b) Helnhorst et a.1., 1990; (pico l de DEAE) 
e> Datos del presente trabajo 

Por su parte, todas las DNA pollmerasas ml tocondrlales 
(Tabla S.12) utll~zan actlvamante DNA activado pero 
presencia de Mn ¡ sin embargo, todas prefieren 
pol1rA-ol1godT al primero. 

animales 
s6lo en 
utl llzar 

Las DNA pollmerasas mltocondrlales animale~ no utilizan 
eficientemente ningún templado en presencia de Mg +. 

Flnal111onte, la Tabla. S.13 muestra que todas las enzimas 
cloroplé.stlcas, con excepción de la de espinaca, utilizan DNA 
activado: las enzimas de soya y chlcharo 11\.,uestran una !ctlvldad 
&ayor con dicho tet11plado en presencia de Hg .. + que con t1J!_ •; en el 

~~=~11.~e;9 m1~~~t~~a c~~~ .. Hn~';. ut\.lizarlo solamente con Mg pues la 
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~o~c!p~::~lc~~l J: 1:~:~0~ 1~:i~a~~l~~e~trees~~c~!1 ~~2~2\~s m~:~!~:: 
que las enzimas de chícharo y maiz son totalmente inactivas con 
este templado en presencia de ambos cationes. 

Tabla 5.12. Porcentaje de actividad de las DNA 
pollmerasas mltocondriales animales fren~e al DNA 

DNA activado y el pollrA-oligodT con Mñ+ (•) 

DllA ACTIVAIJO PollrA-OllgodT 
TEJIDO Hn2+ Hn2+ 

CELUU.S 100 446 HELAª 

0:.1.~¡¡os 100 265 

SINAPTOSOKAS 
100 515 DE RATAº 

a) Zlmmerman et al., 1980 
b) Balden et al., 1977 
e) Hubscher et al., 1977 

• Ninguna DNA pollmerasa 
mitocon~~ial animal es activa 
con Mg 

TABLA 5.13. Porcentaje de actividad de las I»lA 
pollmerasas cloroplásticas y plastidicaeª (~ente !! 

DNA activado y el polirA-ollgodT con Kg y Mn 

llllA ACTIVAIJO PollrA-OllgodT 
VEGETAL Hg2+ Hn .. Mg2+ Hn2+ 

SOYAb 48/70c 14/20 1/1 100 

ESPINACA• 0.5 o nd 100 

CH!CHAllOº 100 20 1 o 
HAtz' 100 o o o 

a) Solamente la enzima de maiz 
b) Heinhorst et al., 1990¡ 
e) Valores de actividad de ambos picos, 

. I y II respeéttvainente. 
d) Sala et al. , 1980 
e) Hckown y Tewarl, 1984 
f) Datos del presente trabajo 
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5.5 p u R l F l e A e l o N E N z 1 M A T 1 e A 

Una vez establecidas las técnicas de solub1112aci6n de ambas DNA 
pollmerasas, se proced16 a purificarlas s través de una columna 
cromatográflca empacada con una resina de intercambio 16n1co 
(DEAE-celulosa). 

Investlgactones anteriores reallzadas en el laboratorio del Dr. 
Jorge Vázquez, lograron la separación de tres picos de actividad 
de DNA pollmerasa del extracto total de embriones de ma1z, por lo 
que en el presente trabajo se consideró que esta columna ofrecerla 
una buena resolución de las diferentes actividades enzimáticas de 
las DNA polll!lerasas organelares, 

Además, la columna de DEAE-celulosa -forma parte de muchos de los 
esquemas elaborados de pur11'1caci6n de DNA po11merasas organelares 
de otras fuentes vegetales y animales. constl tuyendo ésta, el 
primer paso de purlftcac16n por columna (Helnhorst et al 4 1 1990: 
Sala et a.I., 1980: McKown y Tewarl. 1984; CastrovleJo et al., 
1979: Balden et al., 1977., Hubscher et al., 1977). 

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla S.14 Las 
gráficas de pur1flcaclón de las f'racciones ml tocondrlal y 
plastldlca se muestran en las Figuras s .. 11 y s.12. 

TABLA S.14 Cuadro de pur1f'1cac16n do las DNA poliaorasas 
or•anelares de malz a través de una columna de DEAE-coluloaa 

Fracción CPtVµg. prot. mg/ml Veces de 
Rend1- Elución miento 

prot. purif. 

ºº EXTRACTO CRUOO 33.3 4.5 1.0 100 -
HITOCONDRIAS Pico 0.70 2.1 l. 7 65-66 di 

I 71. 4 0.20 5.8 L3 
II 195 300-302 .... 

PLASTIDIOS 672.2 0.12 20.2 ·2. 7 135 .... 
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A) FJIACCIÓH HITOCOHllllIAL 

La Figura S.11 muestra el perfil de actlvldad y de protelna 
obtenido de la fracción mi tocondrlal. 

Se separaron dos picos de actividad de ONA pollmerasa de la 
fracción mltocondrlal: un primer pico en las primeras fracciones 
del gradiente en aproximadamente 65 mH de K2HP04 con una actividad 
especifica de 71. 4 cpm/µg prot. El segundo pico de actividad e luye 
a una concentrac16n de 'K2HP04 en aproximadamente 300 mM con una 
actividad especifica de 195 cpm/µg prot. 

¡¡ 
<;" 
~ s ;. 

1 i 2 .s , ~· ~ .. 
i !11 g 

2, .. ' g 
11 
~ 

NUMERO DE FRACCION 

Fig. S. U. PERFIL CIOllATOGRAFICO llE LA FJIACCIC. HITOroNDRIAL A 
TRAvts DE UNA RESINA DE Ill'IERCAllllIO .IÓHICO. 

L .. 
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La Tabla S.15 es un cuadro comparativo del comportamiento de las 
distintas DNA. pol1merasas mltocondriales vegetales y animales a 
través de una columna de DE:AE-celulosa. 

TABLA 5.15. Cuadro compara ti va del 
comportamiento cromatográf'lco do las DNA 

pollmer-asas mltocondriales vegetales y anima.les 
a través de DEAE-colulosa como primera resina 

TEJIDO ELUCION VECES DE 

VEGETAL 
PURIFICACIÓN 

Soyaº 140 mM NaCl 3.8 

Trigo b 300 mM K2l!PO• no ind. 

ANIMAL 

Higado ratac 100-150 mM l. 6 

HeLac 150 mM K•l!PO• 16.2 

Slnapto~omas 
de rata 120 mM K>l!PO< 4.3 

al He!nhorst et al., 1990; b) CastrovleJo et aJ., 1979 
el Bolden et al., 1977; d) Hubscher et al., 1977. 
no 1nd. n dato na lnd1cado en la referencia 

La concentrac16n salina de eluci6n del primer pico de actividad de 
mllocondrlas de maiz es menor que la concentrac16n salina de 
eluci6n de las enzimas tiostradas en la Tabla 5.16. Las DNA 
po11merasas vegetales y animales -exceptuando la de tr-lgo- eluyen 
en un promedio general de 134 mH de sal. Por su parte, el segundo 
pleo de actividad de mltocondr1as de malz eluye a una 
concentraclón salina idéntica a la reportada para el de la enzlnta 
de trigo: 300 mM, una alta concentrac16n salina. 

El promedio de purlflcac16n de las DNA polimerasas mltocondriales 
vegetales y an111.ales a travéa de OEAE-celulosa es de 3. 2 
{e>Cceptuando las veces de purlflcac16n de la enzima de células 
HeL.a cuya purlflcac16n es do 16. 2 veces} por lo que en el caso del 
aalz las veces de purlf1cac16n para el primer pico del extracto 
attocondrla.l está cerca del promedio (2.1 ). mientras que el 
segundo plco 11uestra una mayor purlf!cac16n. 
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S. S. 2. FRACCIÓN PLASTIDICA 

La actividad de DNA pollmerasa plastl.dica eluy6 en un único pico 
con actividad slgnlficatlva a una concentrac16n de aproximadamente 
135 mM de K21WQ4 con una actividad especifica de 672. 2. cpm/µg 
prot. Flg. 5.12 • 

... -
~ 

~ 
... 

- • ;; 0.2 i ,. : 
~ i 

i 
~ 0.1 1 • 

0.1 X 

1 
~ .. 

NUMERO DE FRACCION 

Flg. S.12. PERFIL CROllATOGRÁFICO DE LA FllACCIÓll PLAST!DICA A 
"IRA~ DE llllA RESillA DE lllTERCAKllIO IONICO. 
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Al comparar el compartamiento de la fracción plastidica en 
DEAE-celulosa con el de extractos de otros vegetales. se observa 
lo siguiente (Tabla S.16). 

TABLA 5.16. Comparación del comportamiento 
cromatográfico de las DNA polimerasas 

cloroplásllcae a través de DEAE-celulosa como 
primera resina 

TEJIDO ELUCIÓN VECES DE PIJRIF. 

Soyaª Pico I 140 rnM NaCl 5.4 
Pico II 250 rnM NaCJ 54.2 

Espinaca b 
200 rnM KHPD< 3.5 

Chicharo e 
350 rnM KHPD< 4.0 

a) Heinhorst et al., 1990: 
b) Sala et al .• 1980; 
e) Mckown y Tewarl, 1984. 

El rango de concentración sallna on el cual eluyen las tres DNA 
pollmerasas cloroplásticas purificadas hasta la fecha (soya, 
espinaca y chicharo) a través de una resina de DEAE-celulosa, es 
entre 140 y 350 rnM. 

La actividad eluida en el plco de actividad se purificó 20. 2 veces 
con respecto al extracto crudo. 

Sin embargo, uno de los mayores problemas en la puriflcac16n es la 
baja proteina plastldica que se logra aislar de los ejes 
embrionarios. En el mayor plco de actividad se detectó una 
concentración de O. 12 rng/ml de proteínas. 

Desafortunadamente, el perfil de proteínas de la fracción 
plastidlca no fue óptimo ya que el lavado de la resina no fue 
suficiente para eluir el pico de protelnas que se desea eliminar. 
Investigaciones posteriores deberán establecer las condlclones 
óptimas de corrida cromatográflca tal que favorezcan la 
eliminación de las protelnas contaminantes con el fln de lograr 
una mayor purlflcaci6n del pico de ONA polimerasa plaotidlca. 
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CAPITULO SEXTO 

DISCUSION 



6. D 1 S C U S 1 O N 

6.1 ACTIVIDAD DE LAS l»IA POLillERASAS MITDCONDR!AL Y PLASTIDICA 
DURANTE LAS PRIMERAS HORAS DE LA GDUIINACION DEL llA1Z 

Al cuantlflcar el grado de actlvldad de DNA polimerasa en la 
fracc16n plastldica-ml.tocondrlal en varios tiempos de germinación 
en el periodo de 3 a 24 h, se detectó actividad enzlmé.tica desde 
tiempos auy tempranos (3 h). Esta actividad se incrementa 
linealmente y de fona.a paralela al avance de la germinación hasta 
las 24 h (Flg. 5.1). 

Estos resultados colnclden con lo encontrado en algunas otras 
lnvestlgaclones que afirman que la slntes1s del DNA organelar 
comienza desde tiempos muy tempranos de la germlnac16n -de forma 
paralela a la s1ntesls reparativa del DNA nuclear- (Zlatanova et 
al., 1987; Zara1n et aJ., 1987). Ademá.s, cotnclden con lo obtenido 
por Ortega (1988) en su estud1.o realizado en ejes embrionarios de 
aaiz, quien comprob6 por autoradiografia que· existe incorporación 
de marca especifica al DNA organelar desde tleJDpos te111pranos de la 
ger•lnac16n {6 h). constituyendo ésta, una prueba indirecta de la 
s1ntesis del DNA organelar Jn vJvo. 

Al •enos para el caso de cloroplastos, se pueden considerar dos 
procesos generales en los que participa la sintesis repllcativa 
del DNA. Uno de ellos es el impllcado en la m.ul tlpllcac16n del 
nllaero de moléculas ele DNA dentro de cada organelo, y el segundo 
en el proceso de blogénesls de nuevos organelos. 

El prillero se realiza con el objetivo de dotar a cada uno de los 
cloroplastos con el número de genomas correspondientes a las de un 
organelo 111aduro (Kurolwa et aJ.. 1981) y el segundo con el de 
duplicar el número total de moléculas de DNA que serán repartidas 
entre los organelos nasclenles que, a su vez, pasarAn a formar 
parte de las nuevas células originadas por bipartición. 

Se ha reportado que en el caso de cloroplastos de maiz (Kurolwa et 
al .• 1981), la multlpllcación del genoaa organelar se prolonga a 
todo lo largo del t1eD1.po que requleren los organelos para alcanzar 
su completa as.durez funcional {aparentemente, sola.mente los 
cloroplastos aaduros poseen el má:xlmo nWnero de moléculas de DNA 
en comparación con las estructuras organelares aWi inmaduras que 
les precedieron en el proceso de su maduración) {Kurolwa et al., 
1981; Bradbeer, 1981). 
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A su vez, la formación de los organelos completamente maduros se 
logra después de un complejo proceso de desarrollo que toma varios 
dlas 1 paralelamente al crecimiento y proliferación de las células 
del tejido embrionario vegetal (ICuroiwa et al., 1981 ). 

En el caso del desarrollo mitocondrlal, no existe mucha 
inf'or11acl6n acerca de la variación del número de moléculas de DNA 
durante su aaduraclón en el tejido embrionario, pero es probable 
que. dadas la gran similitud entre ambos organelos en algunos 
aspectos básicos de la blogénesls cloroplá.stlca y 11ltocondrial 
(Alberts, 1983) 1 es probable que el ONA mitocondrial siga un 
proceso similar al del DNA plastldlco dentro del tejido 
eabrionarlo 11ostrando1 por lo tanto, procesos de repllcación de 
DNA implicados en dos distintos fenómenos organelares; la madurez 

·y la biogénesis organelar. 

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

En este aspecto se ha coincidido con lo que Ortega, (1988), 
ha propuesto acerca de la probable sintesls replicativa del DNA 
organelar durante las primeras horas de la germinación dado que 
desde periodos de tiempo cortos de germinación, es posible 
detectar una incorporación especifica de marca radioactiva al DNA 
de plastidlos y mi tocondrlas. 

6.2 ttolICAS DE AISLAllIE!iTO ORGAHELAR Y SOLUBILIZACION DE LAS DllA 
POLJllERASAS ORGAllELA!lES 

En el establecilliento de las técnicas de aislamiento 
organelar, uno de los puntos claves a considerar -con el obJetlvo 
de lograr un buen grado de confiabilidad a los resultados 
obtenidos- lo constl tuy6 la el 111.lnación completa de los mlcleos 
celulares. Lo anterior es explicable por el hecho de que la 
eliminación incompleta de los núcleos daria lugar a una 
contaalnaclón importante de las fracciones organelares con la 
actividad de DNA pollmerasa nuclear, lo cual, muy probablemente, 
llevarla a errores graves de caracterización. 

Se procedió entonces a la evaluación de varias condiciones de 
aislamiento nuclear por centrl:fugac16n, cuantlficnndo en cada una 
la concentración de DNA. y la actividad de DNA polimerasa en el 
botón nuclear que ofrecla cada técnica. 
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La técnica establecida se evaluó con base en las observaciones 
hechas al m1croscop1o óptico de algunos frotis de la suspensión 
plast1d1ca-mltocondr1al (sobrenadante 1, esquema A) tef\idos con 
azul de metlleno. 

Se recorrieron alrededor de 10 campos al microscopio óptico y en 
ninguno se observaron m1cleos celulares nl células completas por 
lo que se consideró que las condiciones del aislamiento nuclear 
establecidas eran las má.s adecuadas. 

Por otra parte, en el caso del aislamiento de plastidlos se 
observó con sorpresa que al utilizar una menor velocidad (1900 g) 
que la reportada por Ortega, (1988). (5900 gl, la actividad de DNA 
pollmerasa del extracto plastidlco era mayor. Lo anterior se 
atribuyó al hecho de que, con la aplicación de una menor velocidad 
en el a.lslamlento organelar, so arrastran menos contaminantes 
potenclalinente factores inh1b1torlos de la actividad de la DNA 
pollmerasa plastld1ca. 

A pesar de que la adQpci6n de una ténlca de aislamiento organelar 
que aplicara una menor velocidad de centr1fugac16n s1gnlf1cara 
correr el riesgo de obtener un rendimiento proteico inferior, se 
prefirió ésta por la ventaja que ofrec1a de proporcionar una 
fracción plastidlca más 11mp1a. t.o anterior favorecerla, por una 
parte, la detección de una actividad enzimática especifica mayor, 
asl como la posibilidad de llevar a cabo una caracter1zac16n 
enzimática má.s confiable. 

En el caso de las mltocondrias, la velocidad utilizada en su 
aislamlento fue la reportada por Ortega, (1988), y, en general, no 
presentó grandes desventajas, Sin embargo. al comparar las veces 
de purlflcaclón logradas en el caso de plastldios, se observa que 
es varlas veces mayor que para el caso de mltocondrias. por lo que 
qUeda la posibilidad de aplicar grandes mejorlas a las técnicas de 
alslamlento mi tocondrlal que hagan posible el aumento en la pureza 
de la DNA pollmerasa correspondiente. 

Considero que las condiciones técnicas en las que se realiz6 la 
purlf'lcaci6n organelar a través de un gradiente de sacarosa, 
habrla que optlmlzarlas con el fin de eliminar cualquier factor 
lnhlbl torio que muy probablemente esté presente en la .fracción 
111tocondr1a1. A este respecto es de mencionar que. al igual que en 
el caso del eKtracto mezcla -cuya actividad de DNA pollmerasa se 
ve Incrementada al dllulr el concentrado 1nlc1al-. la fracción 
atltocondrlal preGent6 un efecto slmllar ya que en ésta también se 
detectó una mayor actividad de DNA pollmerasa en las diluciones 
1:2 y 1: 4 con respecto a la detectada en la f'racclón no diluida, 
lo cual puede ser considerado como una evldencla tnés del efecto 
negativo que pudieran estar ejerciendo ciertos contamtnanles 
presentes en las fracciones organelares impura:,:; sobre la actividad 
de le DNA poUmerasa mH.ocondrlal. 
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De forma paralela al trabajo experimental realizado en ejes 
embrlonarlos, se lntent6. en breve. hacer una evaluac16n de la 
eflclencla del trabajo en este tejldo en comparacl6n con la que se 
podia obtener de tejldo follar. Se proced16 entonces a aplicar las 
mismas técnicas establecidas pero ahora en hojas de malz· y se 
cuantificó la actividad de DNA pollmerasa organelar y la cantidad 
de protelna aislada (resultados no mostrados). 

La fuente enzimé.tlca fueron hojas de maiz de 10 dias de crecidas, 
de las cuales se aislaron dlferenclalmente núcleos. mitocondrlas y 
cloroplastos que. posteriormente. fueron purificados a través de 
los mismos gradientes de sacarosa utilizados para los organelos de 
ejes embrionarios . 

. Anteriormente en el laboratorio del Dr. Jorge Vé.zqucz. se habla 
intentado la purlflcac16n de la DNA polbnerasa de extracto total 
de hoja de mai.z sin obtener resultados positivos ya que Coello, 
(1989). reportó la probable existencia de algún inhibidor de la 
DNA polimerasa presente en dicho extracto follar lo que llevó 
nuevamente al manejo de los ejes embrionarios, que, a pesar del 
bajo rendimiento proteico que ofrecen, sl es posible detectar una 
alta actividad de DNA pollmerasa en el extracto total. 

En los resultados obtenidos o.l cuantificar la actividad de DNA 
pollmerasa en los distintos organelos de hoja, se observó con 
sorpresa un grado significativo de actividad especifica de DNA 
polimerasa en las fracciones cloroplé.stica, mitocondrial y nuclear 
con valores de cuentas por minuto de 818, 1444 y 4539 
respectivamente (se utilizaron allcuotas de 20 µl de las 
fracciones obtenidas a partir de 2 g de hojas). 

Fue interesante comprobar que si es posible detectar una 
significativa actividad de DNA pollmerasa en las tracciones 
organelares aisladas de tejido follar. 

Estos primeros indicios de actividad de DNA pollmerasa detectable 
en hojas de malz, abren la poslbllidad para buscar nuevas 
alternativas en la lnvestlgac16n de las DNA pollmerasas 
organelares de malz. Es posible que si se logra adaptar una 
técnica de aislamiento y pur1ficac16n organelar de fuente follar. 
la actividad de la DNA pollmerasa sea detectada en un mayor grado 
que el hasta ahora detectado. Es probable que los factores 
1nhlb1Lorlos que se supone están presentes en el extracto total de 
hoja pudieran ser ellmlnados al aplicar técnicas de 
fraccionamiento celular y de purificación organelar que ofrezcan 
fracciones proteicas mt\s puras. 

De ser posible lo anterior, la utlllzn.c16n de hojas de malz como 
fuente de enzima ofrecerla la gran ventaja de ser un tejido de miis 
fácil adquisición que los propios de ejes embrionarios y se 
solucionarla en gran parte el problema de la dlspon1b1lldad de 
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tejido que, como es bien sabido, constituye uno de los aspectos 
claves en las investigaciones de purificación enzimática. 

6. 3 RUPTIJRA ORGANELAR Y SOLUBILIZACióH DE LAS llNA POLillERASAS 
PLASTlDICA Y KITOCONDRIAL 

La caracterización con inhibidores realizada en organelos 
completos ofrecla resultados de ensayo poco reproducibles por lo 
que se consideró la necesidad de extraer la enzima a la fracción 
soluble. 

Las cuatro prl111eras técnicas de ruptura organelar no ofrecieron 
los resultados esperados, ya que gran parte de la actividad de DNA 
pollmerasa era invariablemente arrastrada al botón organelar. Esto 
llevó a la búsqueda de un método alternativo de solubllización. 

Se adaptó entonces la técnica reportada por Echeverria et al. , 
(1991), quien estableció una técnica para el aislamiento de un 
complejo de mitocondrlas de trigo Cormado por vesiculas 
membranosas, protelnas de repllcaclón y transcripción y ácidos 
nucleicos sometiendo a la fracción de lisis mi tocondrial a un 
gradiente discontinuo de sacarosa. 

En reportes anteriores se habla mencionado la probable 
localización de la DNA pollmerasa mitocondrlal en la matriz 
organelar. Esta suposición habla surgido a partir de observaciones 
experimentales como la que a continuación se describe: en el caso 
de mltocondrias de trigo (Chrlstophe et al., 1981) se observó la 
necesidad de someter a dichos organelos a un doble 'tratamiento con 
digi tonina y sonicación, puesto que el tratamiento simple con 
dicho detergente -que provoca la eliminación de la membrana 
externa del organelo- no libera la actividad de la DNA polimerasa 
a la fracción soluble. Lo anterior torna indispensable la 
aplicación de un tratamiento adicional con sonlcaci6n que permite 
la solub111zac16n de la enzima. Dado lo anterior, dicho autor 
supuso que la DNA pollmerasa mitocondrlal 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 mltocondrlal de embriones de pollo "parece estar 
asociada con la membrana interna o a la matriz de este organelo 11

; 

después de haber aplicado el mismo procedimiento experimental que 
describe Chrlstophe et al.. (1981). 

En el caso concreto de ambas DNA pollmerasas organelares de malz, 
las evidencias experimentales apwltan hacia la probable existencia 
de una intima asociación entre dichas enzimas y el DNA organelar 
y, a su vez, hacia una estrecha relación estructural entre el DNA 
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y las membranas organelares. Y es probable que en m.1tocondr1as de 
rta.1%, al igual que en trigo, taaib1lm exista un complejo DNA 
polim.erasa-DNA-membrana organelar como el descrito Por Echeverr1a 
et al., (1991). 

Si el esquema anterior fuera aplicable al maiz, seria ampliamente 
explicable el arrastre de la actividad de DNA polimerasa organelar 
hacia las aem.branas plastidlcas y mitocondrlales aón después de 
haber sometido a los organelos a tratamiento de lisis con Tritón 
x-100 y sonlcac16n. 

Por otra parte. considero que la pequet'ía cantidad de actlvldad de 
DNA pollaerasa que se libera a la fracc16n soluble puede ser 
producto de la ag1 tacl6n vigorosa con detergente a la que se 

. someten los organelos, la cual provoca una separación parcial de 
ambas DNA pol lmerasas de las membranas organelares. 

~n respecto a la interacc16n de la DNA pollmerasa con los ácidos 
nucleicos. se ha reportado que en el caso de la DNA pollmerasa 
cloroplástlca de chicharo (Mckown y Tewarl, 1984) es posible 
eliminar a los ácidos nucleicos de la fraccl6n organelar 
haciéndola pasar a través de una resina de intercambio 16nico 
(OE:AE-celulosa) y. en otros casos, después del tratamiento de la 
fracción de llsls organelar con una soluc16n de alta fuerza 16nlca 
(Bolden et al., 1977; Hubscher et al.. 1977). 

As1 pues, pareciera existir un parangón entre el papel funcional 
de las membranas en la repl1cac16n del DNA bacteriano y la 
repl1cac16n del DNA cloroplistlco y m1 tocondrlal de células 
eucarlotas (Echeverria et al., 1991). 

Algunas otras evidencias estin dadas por el hecho de que, la 
preclpl tac16n del DNA organelar con protam.1na, arrastra, a su vez, 
la actividad de DNA pollmerasa sln que la protamlna en s1. no 
presente un efecto negativo sobre la actividad de DNA p0limerasa 
(resultados no mostrados). 

La probable estrecha interacc16n entre las DNA pollmerasas 
organelares con sus respectivas moléculas de ONA se observó al 
ensayar la actividad de DNA polimerasa en las fracciones 
orgnnelarcs intactas en ausencia de DNA ex6geno (DNA activado)¡ lo 
cual pudiera ser una prueba de que ln vJvo esta relación 
estructural entre la enzima y su sustrato tiene 1inportanc1a 
funcional. El mismo hecho se ha descrito para el caso de la DNA 
pollmerasa cloroplástlca de chicharo (tfckown y Tewarl, 1984); de 
hecho, tal será la actividad que la DNA p<>l1merasa cloroplástlca 
de chicharo presenta con el genoma endógeno que los autores 
describen una técnica de el1minac16n del genoma cloroplástlco con 
el fin de ev1 tar las posibles interferencias del mismo durante el 
ensayo de s1ntesl.s de DNA Jn vltro. 
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En lo que respecta a la probable interacción del DNA plastldlco y 
1111.tocondrlal con las membranas organelares correspondientes. es de 
hacerse notar que durante el ensayo de cuant1flcac16n del ONA 
organelar, principalmente en el extracto de organelos 1ntactos, se 
observa frecuentemente la formac16n de múltiples particulo.s 
membranosas que adquieren el color azul caracterlstlco del 
complejo formado entre el ONA y la difen1lam1na.. Es probable que 
estas particulas membranosas reaccionen con la difeni lamina deb1do 
a la presencia de moléculas de DNA anclado a las membranas, el 
cual haya resist1do, de alguna forma, el tratamiento ácido y, por 
lo mismo, no se liberan a la fracción soluble. 

Finalmente, habrla que considerar lo que Echeverria et al., 
(1991). apuntan al afirmar que "este complejo hace pensar en la 
importancia de la membrana mltocondria.l como elemento de la 
maqu1narla de replicación del DNA, de la misma forma - que se ha 
comprobado en bactertas". 

Cons1dero que uno de los motivos pr1nc1pales por los cuales las 
1nvestigac1ones en torno de las DNA poHmerasas organelares, en 
general, no requieran de la aplicación de un tratamento tan fino 
de una digest16n espec1f1ca de los ácidos nucle1cos para lograr la 
solubllizacl6n de la DNA pollmerasa, es el hecho de que disponen 
de una gran cantidad de tejido como fuente enzlmátl.ca; de esta 
forma, el bajo rendimiento proteico obtenido med1ante las té-cnicas 
de solub1Uzac16n mencionadas, se ve contrarrestada por la gran 
cantidad de tejido animal o vegetal del que se parte. 

En el caso concreto de embriones de maii, no es posible 
contrarrestar el bajo rendimiento proteico ya que, en general, se 
parte de una cantidad de tejido mucho menor que el utilizado de 
fuentes vegetales adultos o embriones animales. 

117 



6. 4 DNA COMO IWICADOR ORGANELAR 

En el curso del establecimiento de la mejor técnica de 
alslarnlento organelar, ln detección del DNA constl tuy6 una útil 
herramienta en la evaluación de las mismas. 

El marcador organelar que se requerla. según los objetivos de la 
presente lnvestlgaclón. era una molécula cuya detección 
garantizara Ja presencia de los organelos de interés. En el caso 
concreto de plastidlos y mltocondrlas, una vez que se hubieron 
eliminado los núcleos del homogenádo celular, la molécula de DNA 
se convirtió en el marcador especifico de dichos organelos. 

Sin 'embargo, en la elección de un buen marcador organelar, no es 
suficiente considerar el único criterio de que la molécula 
selocclonada sea especifica para dichos organelos. Quail (1979), 
apunta que, en el curso del establecimiento de las técnicas de 
aislamiento organclar es importante elegir un marcador organelar 
que, adem'1s de constituir una prueba indirecta de la virtual 
presencia de los organelos que la contienen. también garantice la 
existencia de los mismos en un al to grado de Integridad 
estructural~ es decl r. constl tulrá. a su vez, un importante 
parámetro en la evaluación de la eficiencia de las técnicas 
utlllzadas: una técnica que favorece la preservación de la 
estructura organelar en el curso del fraccionamiento celular. es 
una técnica que ofrece un alto rendimiento. 

En este sentido, si el marcador organelar selccionado ha de 
satlsf'acer los criterios arriba mencionados, además de encontrarse 
de manera exclusiva en los organelos estudiados, debe ser una 
molécula soluble que fácilmente se lihere al medio externo al 
ocurrir la ruptura organclar, de tal forma que su detección en la 
fracción soluble constl tuya w1 parámetro indirecto de que los 
organclos han sUfrido una drástica alteración estructural. 

En el caso concreto del DNA como marcador de plastldios y 
mitocondrias, el hecho de que esta molécula se encuentre, según 
las observaciones del presente trabajo, unida a la membrana 

*interna y no a la matriz soluble de ambos organelos, conlleva a 
ciertas reconslderaciones en torno a la conveniencia de haberlo 
seleccionado como molécula marcadora. Satisface por completo el 
primer requerimiento de garantizar la presencia de ambos organelos 
mas no de la misma forma en torno a la evaluación del rendimiento 
organelar de las técnicas empleadas. 

La determlnac16n de su concentración en las fracciones 
organelares condujeron a la elección de ciertas técnicas de 
aislamiento oganelar con base en el criterio de que, a mayor 
concentración de DNA, mayor rendlmlento en el aislamiento 
organelar. Sin embargo, por el hecho de ser una molécula que en 
frecuentemente arrastrada con las merubranas organelares y no una 
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molécula que se libere al medio soluble en la fracción de lisis 
organelar, lmpllca que su detección no puede ser un parámetro 
conf'iable del grado de eficiencia de las técnicas de aislamiento 
organelar. 

Investigo.clones más rigurosas de aislamiento organelar requerlrian 
del establecimiento de técnicas de ensayo para enzimas solubles de 
la matriz mltocondrial y estroma cloropliistico, de tal forma que 
su presencia en la fracción soluble organelar sea una evidencia 
confiable de que los organelos han sufrido una alteración 
estructural dré.stlca y por otra parte, su detección en el botón 
mem.branal-organelar, garantice la integridad de los mismos. 

Algunos ejemplos de enzimas utilizadas como marcadores de 
mitocondrias son: fwnarasa, succlnato deshidrogenasa (Christophe 
et al., 1981) y citocromo c (Sala et al., 1980). 

Otra de las desvantajas que el ONA presenta como marcador 
organelar, es su baja concentración en las fracciones organelares. 
Este hecho torna muy dificil y a veces imposible, llevar a cabo un 
constante monitoreo de la eficiencia de las técnica de aislamiento 
organelar, ya que su detección implica la utilización de un gran 
volumen de suspensión organelar segím la técnica 
espectrofotométrlca de de Giles y Myers. 

A pesar de las inconveniencias mencionadas, fue posible, al menos 
parcialmente, utilizar al DNA como marcador especifico de 
plastidios y mltocondrias principalmente en las primeras etapas 
del establecimiento de las técnicas de aislamiento organelar. 

6. 5 CARACTERIZACION ENZIMÁTICA 

A) Inhibldores de su actividad 

La DNA pollmerasa mltocondrial de maiz present6 el comportamiento 
clásico de las DNA pollmerasas 7 frente a los inhibldores. Sin 
embargo, en el caso de la' enzima cloroplástica, es interesante 
observar que resultó ser medianamente . resistente a NDt: en 
contraste con las DNA pollmerasas '1 clásicas que son altamente 
susceptibles a dicho reactivo. 

·Con respecto a la respuesta a afidlcollni1- de otras ,DNA pollmerasas 
de maiZ, es de hacer notar que, en el caso de la ONA pollmerasa ,-­
nuclear de maiz, se observa un aumento en el grado de resistencia 
de dicha enzima frente a la afidicollna, paralelamente al tiempo 
de germlnac16n de los ejes embrionarios. 
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Una cuestión slm1lar podrla estar sucediendo con las enzimas 
organelares de maiz germinados por 15 h, cuyo grado de resistencia 
es menor que el generalmente observado para las DNA polimerasas 
7-animales, mltocondriales y cloroplásticas vegetales, las cuales 
presentan un al to grado de resistencia. 

Es decir, tal vez existe un factor muy importante relacionado con 
el tiempo de germlnacl6n de las semillas a la cual se esté 
aislando y caracterizando a las DNA pollmerasas de maiz, el cual 
provoque un efecto directo sobre la respuesta de las mismas frente 
a los distintos lnhibidores utilizados. 

Con base en los argumentos anteriores, considero que lo má.s 
conveniente es realizar la caracterización de las DNA pollmerasas 
de maiz a distintos tiempos de la germinación, de tal forma que 
sea posible el establecimiento de un esquema más claro de las 
caracteristlcas particulares de la misma y detectar si en realidad 
existe alguna relación entre el tiempo de germinación y la 
respuesta de las DNA pollmerasas frente a los diferentes 
lnhlbidores. 

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

Sin embargo, existen algunas cuestiones importantes con respecto 
al ensayo de actividad de la enzima con NEH. Algunos autores 
reportan la que el ensayo en presencia de este lnhlbidor no 
requiere la presencia de ningún agente reductor Ct!-mercaptoetanol 
o ditlotreitol) o, en otros casos, lo realizan utilizando una 
concentración menor a la propia del ensayo enzimático sin 
inhlbidor (Chrlslophe et al., 1981). 

Es probable que los agentes reductores provoquen alguna 
interferencia significativa en la acción de la N-etilmaleimida 
sobre los grupos sulfhidrllo de las DNA pollmerasas susceptibles 
por lo que considero importante averiguar qui: tan 
significativo es el efecto de la concentración de t!-mercaptoetanol 
sobre la acción normal de la N-etUmalelmlda. 

También existe variación en las condiciones de ensayo de las DNA 
pollmerasas en presencia de este mismo inhlbldor: Christophe et 
al., (1981) llevan a cabo una breve preincubación en frio de la 
fracción enzimática. con. la N-etUmal~im.ld.a.. p¡1ra po.st,eriormente 
aftadir los reactivos de la reacción enzimática de la DNA 
polimerasa. 

Puesto que NEH es un agente bloqueador de grupos sulfhldrilo, es 
probable que requiera de cierto tiempo de reacc16n para establecer 
cierto tiempo de reacción 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 posibilidad de que la enzima de 
plastidios esté presentando un comportamiento alterado con este 
reactivo debido a las condiciones de reacción manejadas, considero 
necesario realizar el ensayo en condiciones de reacción variadas 
tales como las anteriormente mencionadas, de tal forma que la 

"-acción del inhibidor no se vea afectada por otros factores y por 
lo mismo no sea capaz de inhibl r a la enzima. 

Ambas DNA polimerasas organelares de maiz son al lamente 
susceptibles a ddTTP en contraste con las DNA polimerasas 
cloroplásticas 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 cloroplásticas vegetales han mostrado, en general, una 
alta resistencia a ddTTP, lo cual pudiera comenzar a considerarse 
como una caracteristica propia de las DNA polimerasas 
cloroplásticas vegetales que en un futuro darla lugar a la 
formación de un nuevo grupo de DNA pollmerasas, distinto al de 
tipo l' descrito para células animales. 

La DNA polimerasa plastldica de malz mostró una alta 
susceptibilidad a dicho reactivo. Podria pensarse nuevamente en la 
posibilidad de la existencia de modificaciones estructurales de la 
enzima presente en organelos inmaduros en comparación con las 
enzimas de cloroplastos maduros. 

Sin embargo, el esquema es aún controversia! y no hay un consenso 
general debido 1 probablemente a que solamente dos enzimas 
organelares, cloroplastos de chlcharo (Hckown y Tcwari, 1984) y 
pico 11 de cloroplastos de soya (Heinhorst et s.l , 1990), han sido 
purificadas a homogeneidad. 

Bl Par: templado-catión dlvalente 

Por otra parte, la utlllzaclón del templado artificial se observa 
muy variable entre las distintas especies vegetales. 

En el caso de 111i tocondrlas, la enzima de aaiz ha coincidido 
totalmente con la de2• trigo en su im¡.osibilldad por usar dicho 
te!rplado tanto con Mg como con el Mn asi como DNA activado con 
Hn • Lo anterior no va de acuerdo con lo observado para las DNA 
:~!~::~~~=odT~2~~ animales cuyo par predilecto es el 
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Para el caso de los cloroplastos, la enzima de malz coincide con 
la ONA pol1merasa de ch1charo1 no es capaz de utilizar 
polirA-oligo ~! con ningún catión y al DNA activado s6lo lo 
utiliza con Hg • 

Una cuestión importante es el hecho de que, en el caso de algunas 
DNA pollmerasas cloroplásticas (Helnhorst et al., 1990; Sala et 
al.. 1980) y mitocondriales (Heinhorst et al., 1990), que 
presentan actividad frente a dicho templado art1f1clal, se observa 
un detalle importante: la mezcla de reacc16n enzlmfltlca contiene 
la concentrac16n 6ptlma de KCl para cada caso. Esto hace pensar en 
la posibilidad de que las DNA polimerasas organelares de malz 
requieran de una concentración mayor a 20 mH de KCl (concentración 
utilizada presente trabajo) para ser capaces de reconocer al 

. pollrA-ol!godT. 

Asimismo, en algunos casos se ha observado que ciertas enzimas, 
tales como la DNA pollmerasa 7-nuclear de maiz (Heléndez, 1990), 
reconoce al polirA-oligodT de manera óptima si se cumplen 
cualquiera de las dos siguientes condiciones: que haya sido 
purificada a través de la resina de intercambio iónico y/o que sea 
la enzima aislada a las 6 h de la germinación. En ambas 
condiciones el porcentaje de actividad de la enzima frente al 
polirA-oligod.T es del 90Y. en comparación con su actividad frente 
al DNA act1vado. De cualquier forma, si la enzima es ensayada en 
la fracción no purificada o en la purificada, su actlvldad 
enzimática es mayor a las 6 h que a las 24 h de la germinación. 

Este hecho es una evidencia mé.s de los aúl tiples factores que 
pueden estar influyendo en la respuesta de las DNA pollmerasas 
organelares frente al templado artificial y que. por lo tanto, la 
clasificación que este trabajo pueda ofrecer deberá considerarse 
dentro de las llmi tac iones que presenta. 

Las limitaciones del presente traba.Jo están dadas por la 
parcialidad de la caracterizac16n enzimática. Este trabajo cubrió 
sólo algunos de los aspectos miis importantes en la caracterizac16n 
de las DNA polimerasas organelares, pero han quedado oln 

~determinar algunos de los paré.aetros que han sido consldcrados 
como indispensables en la clasificación de las DNA pollmerasas 
•1tocondrlales y cloroplá.sticas tales como: la respuesta de las 

. mismas a distintas conc~ntraciones de sales (KCl, NaCl y/o 
K2HPOt), asi como el pH óptimo y la concentración óptima del 
catión divalente preferido. 

Seria importante completar el esquema de caracterización de ambas 
DNA polimerasas en diferentes condiciones de ensayo variando loo 
paré.metros anteriormente mencionados, ya que no conv lene descartar 
la posibilidad de que ambas enzimas sean capaces de utilizar dicho 
templado, no solo por el hecho de que la caracterización no ha 
sido completa sino, además, porque la mayorla de las DHA 

122 



polimerasas vegetales caracterizadas hasta la fecha han resultado 
capaces de reconocerlo como templado. 

Por otra parte, al comparar entre si el comportamiento de ambas 
DNA polimerasas organelares de maiz, se obscva que comparten la 
mayor parte de las caracteristlcas estudiadas. 

Ambas enzimas son resistentes a afidicollna y susceptibles a ddTTP 

:~o ;~t1~~8;;0ti~~~a ~2.re:~:te;;~i:A-~~·go~~ba~0~r~8\'tre~ ~~\~za~ 
dif'erencia de lo reportado en el caso de las DNA polimerasas 
organela~s de soya (Helnhorst et al., 1990), cuyo comportamiento 
es casi idéntico, las DNA polimerasas organelares de malz difieren 
marcadamente en su sensibilidad a NEM. 

Finalmente, al comparar los porcentajes de actividad de ambas ONA 
polimerasas mitocondrial y )'-nuclear frente a los tres inhlbldores 
utilizados, se observa que comparten el mismo comportamiento. 

En el caso del trabajo realizado en células Hela (Balden et al., 
1977), se llevó a cabo la caracterización simultánea de las DNA 
pollmerasas 7 el toplásmica y ml tocondrial. Se observó un 
comportamiento muy semejante entre las dos enzimas, dlilrlendo 
entre si solamente en la concentración de KCl óptima para su 
actividad. Es de nuestro interés observar que ambas enzimas son 
capaces de reconocer pollrA-ol1godT y que son inhibidas con NEM. 

El otro par de ONA pollmerasas 7 citoplásmlca y mitocondrlal que 
presentan caracteristicas similares, es el proveniente de células 
murlnas (Balden et al., 1977), las cuales tambión son inhlblbles 
por NEM y utilizan polirA-oligodT con alta eficiencia. 

Por lo anterior, es de esperar que el comportamiento de las DNA 
polimerasas mi tocondrlal y ,--nuclear también presenten el mismo 
comportamiento, sin embargo, poco es sabido con respecto a la 
relación que pudiera existir entre ambas enzimas en vegetales. 

6. 6 PIJRIFICACIÓll DiZillATICA 

La DNA polimerasa mltocondrlal presentó un comportamiento 
cromatográfico similar al de las otras DNA pollmerasas 
mltocondriales animales y vegetales reportados. 

El principal pico de actividad de la enzima mltocondrial eluye en 
las prlmt!ras f'racclones del gradiente¡ presenta por tanto una 
carga negativa que es contrarrestada en aproximadamente 65 mM de 
K2HPD•. Es interesante observar la eluclón de un segundo pico de 
menor actividad en aproximadamente 300 mM de K2HPOc, seineJante al 

123 



pico de la DNA polimerasa rnltocondrial de trigo que eluye a 300 mH 
de la misma sal (Christophe et al .• 1981). 

No se ha reportado otro caso similar a la DNA pollmerasa 
mitocondrlal de maiz en el cual también eluyan dos picos de 
actividad, por lo que considero que uno de los dos picos es 
producto proteoli tlco del otro: este puede ser el caso del segundo 
pico de actividad. ya que este presenta una menor actividad 
enzimática que el primero. Este primer intento de purlficac16n 
cromatográfica es prometedor porque. Junto al primer pico de 
actividad, eluye un pico de proteinas. 

La DNA polimerasa 7-nuclear purificada por Heléndez, (1990). 
eluye también en las primeras fracciones del gradiente, lo cual .es 

, una evidencia más de la probable relación existente entre esta 
enzima y la DNA polimerasa mitocondrial. 

En el caso de la DNA polimerasa plastidica de maiz, se observa un 
perfil de actividad parcialmente simllar al de la ONA polimerasa 
de soya (lleinhorst et al., 1990). En el caso de la enzima de soya 
se reporta la eluc16n de dos picos de actividad, mientras que en 
la frac~16n plastidica solamente un pico presentó una actividad 
significativa. Pero por otro lado, es sorprendente que la 
concentración salina de elucl6n del pico de plastidios sea muy 
parecida a la concentración salina de NaCl a la que eluye la 
enzima plastidica de maiz: 135 vs 140 para maiz y soya 
respectivamente. 

La ONA polimerasa plastidica de maiz, de forma similar a la enzima 
mitocondrial, también presenta carga negativa. El pico de 
plastldlos eluye a una concentración salina mayor que el primer 
pico de la mitocondrial. 

Finalmente, considero que en investigaciones posteriores en torno 
a la purlflcaci6n cromatográfica de ambas ONA pol imerasas 
organelares, habrá que considerar el bajo rendimiento que ofrece 
la técnica establecida en la presente inve•tigaci6n si se parte de 
organelos que fueron aislados dif'erencialmente. 

Por lo que es posible que. una vez que en el presente trabajo se 
hubieron identificado las caracteristicas básicas de ambas DNA 
polimerasas, incluyendo su comportamiento cromatográ.fico, se pueda 
proceder con más confianza a la purificación de las mismas 
partiendo del extracto-mezcla de ambos organelos. 

Los conocimientos adquiridos en ·la presente investlgaclón abren 
la posibilidad de realizar. en un futuro. un primer paso de 
purificación simultánea para ambas DNA polimerasas a partir de la 
f'racc16n mezcla. a través de la resina de Intercambio 16nico 
utilizada. Esta técnica tendrla la ventaja de ofrecer un mayor 
rendimiento proteico que posibllltarla la realización de pasos 
cromatográflcos posteriores. 
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6. 7 COKDITARIOS FINALES 

Al analizar los resultados experimentales obtenidos por los 
dlstlntos grupos de 1nvestlgac16n, se observa que, a pesar de la 
inexistencia de un esquema único que describa las caracteristlcas 
de las DNA pollmerasas organelares vegetales, es posible 
vislumbrar la existencia de algunas caracteristlcas comunes entre 
las DNA pollmerasas de ambos organelos. Este hecho abre la 
posr'&illdad de empezar a manejar hipótesis que difieran de las 
hasta ahora manejadas. 

En la mayorla de las lnvestlgaclones se ha manejado como hipótesis 
-a veces lmpllclta y otras explicita- la suposición de que las DNA 
pollmerasas organelares vegetales deben mostrar caracteristicas 
similares a las correspondientes en su contraparte animal. 
Considero que el criterio anterior es justificable en los casos en 
que, al no existir un esquema que funja como un patrón directo de 
comparación, las investigaciones en sistemas biológicos diferentes 
deben partir de los esquemas establecidos en los sistemas 
biológicos mejor estudiados. pesar de que la lejanin. 
filogcnética sea muy grande. 

Sin embargo, es mi impresión que, al menos en el caso de las DNA 
polimerasas cloroplásticas, es tiempo de empezar a considerar la 
conveniencia de disei'\ar una nueva nomenclatura que sea apropiada a 
las caractcristicas de dichas enzimas, 

Estas enzimas se comportan de manera particular frente a los 
inhlbldorea clásicos de las DNA pollmerasas: son a) resistentes a 
ddTTP y a afidicollna, b) susceptibles a NEM y e) la gran

2 
.. mayor1a 

son capaces de utilizar polirA-ollgodT en presencia de Mn • 

El disei'\o de una nueva nomenclatura especifica para aquel grupo de 
DNA polimernsas que haata ahora son denominadas 'l-reslstentes a 
ddTTP pudiera i;er sustiluldo por la denomlnaclón 7-cloroplá.stlca., 
lo cual abrirla el paso al inicio de una esquematlzac16n mas 
formal de las caractcristicas de algunas de las DNA pollmerasas 
vegetales. 
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7. e o N e L u s 1 o N E s 

En general, fue posible cumplir con los tres objetivos especlflcos 
y el objetivo particular de la presente 1nvestlgac16n. 

Las conclusiones más importantes derivadas del trabajo 
experimental se enumeran a contlnuaclón. 

1. - La actividad de ambas DNA pollmerasas plastldlca y 
mltocondrlal de ejes embrionarios de malz se detectó desde las 
primeras horas de la germlnac16n (3 h) y muestra un incremento 
lineal en las primeras 24 horas de la germlnaclón. 

2. - La completa solub111zacl6n de ambas DNA pollmerasas plastldlca 
, y mltocondrlal requiere de un primer paso de lisis organelar, 
seguido de la dlgcstl6n de los ácidos nuclelcos. Lo anterior 
constituye una fuerte evidencia de una probable estrecha relac16n 
estructural entre las membranas organelares, las mol6culas de DNA 
y ambas DNA pol1mcrasas plastldica y mi tocondrial 1n vlvo. 

3. - La purificación de las fracciones plastldlca y mitocondrlal de 
malz a través de una resina de DEAE-celulosa resulta en la 
separación de plcos definidos de actividad de DNA pollmerasa, 
constituyendo, en prlnclplo, una buena eleccl6n dentro del esquema 
de purlflcac16n de las DNA polimerasas organelares de este cereal. 

4. - El esquema experimental establecido para la purlflcacl6n de 
ambas DNA pollmerasas organelares ofrece un buen grado de 
purificación (2. 1 y S. 8 veces de purificación para los picos 1 y 
1I de la fracci6n mitocondrial 'i de 20.2 para la fracción 
plastldica a través de una columna de DEAE-celulosal pero el 
rendimiento es sumamente bajo (1.7 y 1.3 Y. para los picos l y Il 
de la fracción mltocondrlal y de 2.7 ~ para la plastldlca) 
torné.ndose una técnica dificil sl ha de formar parte de un esquema 
m6.s completo de purificación para ambas DNA pollmerasas 
organelares de maiz. 

En ninguno de los dos casos, las hipótesis planteadas iniclalmcnle 
•se cwnpl ieron cabalmente: 

S. - La DNA pollmerasa mltocondrlal de ejes embrionarios de maiz 
presentó las caracterlstlcas propias de una enzima de tlpo ;. 
excepto en su capacidad para reconocer a pollrA-ollgodT como molde 
por lo cual puede ser considerada como una J2NA polimerasa tipo 
7-Jncapaz de uU1Jzar:. el. par _pol1r_A-ol1g'?'1TIHn ... • 

6.- La DNA pollmerasa plastidlca de ejes embrlonarlos de maiz se 
comportó como una enzima de tipo 7 excepto por su resistencl.a a 
NEM Y su incapacidad para reconocer a nolyrA.-oligodT como molde, 
por lo cual es clasificada como una DNA pol lmerasa tlpo 
7-reslstente a NEH e Jncapaz de utlllzar el par 
pollrA-ol JgodT/Hn2 • 
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