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Resumen de Tesis

Caracterizacién parcial de una DNA primasa asociada a una
DNA polimerasa de tipo replicativo de mafz

En ejes embrionarios de maiz se han identificado 3 actividades de DNA polimerasa
que eluyen en un gradiente de fosfato de potasio a través de una cromatografia en
DEAE-Celulosa y se han denominado DNA poli 1,2y 3de do al orden en
que eluyen. La DNA polimerasa 2 es una DNA polimerasa tipo replicativa y contiene
asociada una actividad de DNA primasa. En el presente trabajo se caracterizé
parcialmente la actividad de DNA primasa; ésta coeluye con la actividad de DNA
polimerasa 2 a lo largo del proceso de purificacion que involucra cromatografias a través
de DEAE-Celulosa, Heparina sefarosa, Superdex 200 y Mono Q HR 5/5. Sin embargo, la
actividad de DNA p se reduce d és del paso de Heparina
sefarosa, por lo que las fracciones con actividad de primasa que eluyeron de esta
cromatografia fueron utilizadas para la caracterizacién parcial. Bajo las condiciones de

reaccion leadas, la DNA pri de maiz usa eficientemente un moide de DNA
sintético: poli-dT, pero no puede usar poli-dA ni tampoco DNA de cadena sencilla (+) del
fago M13; es muy ible a N-etil laya mayores de 15 mM de

KCI, requlere de cationes divalentes como Mg++ o Mn++, teniendo un 6plimo de
actividad a concentraciones de 8.0 y 0.8 mM respectivamente. Funciona eficientemente
a temperatura de 37 °C y a pH de 8.5 (6ptimo), a pH menor de 7 la actividad de DNA
primasa se inhibe notablemente. La DNA primasa de maiz incorpora ribonucleétidos
durante la formacién del cebador, aunque también puede incorporar
di irrib lebtidos. El pr

nte trabajo evidencias de que la DNA
poli 2 de maiz i fuer iada una actividad de DNA primasa, al
igual que ocurre en la DNA polimerasa | en tevadura y en la DNA polimerasa « en

animales.




1. INTRODUCCION

1.1. Origen del maiz

El teocintle (Zea mays pecie parvigl ), es considerado el ancestro del maiz (Zea
mays, subespecie mays, {1]). Segin Mangelsdorf [2), para que el maiz haya alcanzado la
distribucién geografica que tiene actuaimente y el grado de variacién genética que observa
desde su nivel silvestre (teocintle), hasta su nivel cultivado, tuvieron que haber intervenido la
migracion, la mutacién, !a recombinacion génica y la seleccién principalmente. £l teocintie af
ser domesticado perdi6 sus defensas naturales, por lo que el maiz cultivado no puede subsistir

sin el cuidado del hombre.

Estudios realizados en fsiles y demas objetos de interés arqueoldgico indican que el maiz
empezé a domesticarse hace mas de 6,000 afios en el territorio de lo que hoy es Tehuacan,
Puebla y el norte del estado de Oaxaca. Con la informacion disponible, el maiz primitivo debe
haber tenido Ias siguientes caracteristicas distintivas: mazorcas pequefias de 2 a 6 cm de
longitud y de 4 a 8 hileras de granos; en parte o c por granos
pequeiios, pal 0s, tuni s y de colores obscuros. Por la seleccién del hombre, muchas
variedades evolucionaron hacia un mayor tamailo de semillas y/o mazorca. A la fecha, en el
g p ido en los b genéticos se dispone de una gran variedad, desde granos
muy pequeiios (de menos de 5 mm), hasta granos muy grandes como la variedad “Cuzco
gigante™ del Perd, de alrededor de 2.5 cm de longitud.

En general, el maiz posee una diversidad genética que se adapta a muy variadas

hra

condiciones ecoldgicas y esto permite realizar su cultivo en muchas regiones agricolas, o que
explica su gran importancia econdmica a nivel tanto nacional como mundial.

1.2, Clasificacion taxonémica del maiz.
El maiz es un vegetal herb&ceo cuya clasificacion se muestra a continuacion (3}

Reino vegetal

Divisién traqueofita
Subdivisién pteropside

Clase angiosperma
Subclase menocotiledénea
Grupo glumifora

Orden graminales

Familia gramineas



Tribu maydeae

Género Zea
Especie mays
Subespecie mays

1.3. Anatomia de la semilla de maiz

La semilla es el évulo fecundado, transformado y maduro de las plantas fanerégamas; la
semilla de maiz esta constituida por las siguientes estructuras: 1) testa, 2) capa de células de
aleurona, 3) endospermo, 4) capa de células epiteliales, 5) escutelo, 6) coledptilo, 7) plimula,
8) nudo cotiledonar, 9) radicula y 10) coleorriza, ver fig. 1 [3].

Figura 1. Anatomia de la semilla de malz. Adaptado dé Robles {3).



1.- La testa es la pared del ovario desarrollado y maduro que proporciona una barrera
protectora entre el embrién y el medio extermno. En el maiz este tejido se presenta como una
delgada pelicula y por lo mismo, no se puede diferenciar en pericarpio, mesocarplo y
endocarpio, constituyendo asi una sola estructura.

La testa esta impregnada de ceras y grasas, asi como de ¢élulas mucilaginosas que revientan
en contacto con el agua, proveyendo una barrera que retiene €l agua alrededor de las semillas.
En la testa se distinguen e! hilio y el micrépilo: el hilio es la cicalriz que cormresponde a la
Insercién del funiculo con 1a semilla. El micrépilo es un diminuto orificio, cerca del hilio o en
otra zona, segun sea la posicion del évulo con respecto al funiculo y la forma de la semilla. Ef
micrépilo permite el acceso del aire y del agua al embrién y es el orificio por donde sale la
radicula al germinar la semilla.

2.- La aleurona es una capa de células vivas que rodea al endospermo, sintetiza a-amilasa y
otras enzimas hidroliticas que degradan almid6n durante la germinacion.

3.- El endospermo es un tejido nutritivo que se produce en el saco embrionario y que persisie
en |la semilla madura como almacén de reservas, las cuales se utilizan en el desarrolio del
embrién y de 1a pequeila p la i
4.- E! epitelio es un tejido que cubre la superficie extema del embrién formando una delgada
capa protectora.

§.- El escutelo en los frutos de las monocotiledéneas -como es el maiz- es una estructura
discoidea gruesa que se localiza entre el embrion y el endospermo, representa el cotiledén
unico, el cual actia como érgano de succién en favor de la nutricion del embrién durante la
germinacion.

6.~ El coledptilo es una cubierta que rodea a la yema plumular y forma a la primera hoja por
encima del cotiledén en las gramineas y rodea el exiremo del talluelo y a ias hojas incipientes.
Sirve como proteccién de la plamula durante Ia germinacién.

1.- La piumula es 1a yema del embrién en una semilla que dara origen a la parte aérea de la
planta.

8.- El nudo cotiledonar se conoce también como corona y se encuentra enire 1a plumula y la
radicula. .

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

§ 0 7

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

1.4. Germinacion de semillas
Desde el momento en que termina la formacién del embrién, las células suspenden ia
divisié s de respiracion y nutricién iniciando

i dorahl fne

celulary (1an c sus




el periodo de vida latente que dura hasta el comienzo de la germinaci6n [4].
La germinacién en las semillas puede definirse como una secuencia de eventos

morfogenéticos que resultan de la i6n de un i6n en una pléntufa [5). Este
patrén de cambios involucra procesos fisicos, quimicos, bioq s y genéticos coordinadi
muy fi tanto dmica como temporall Desde un punto de vista bioquimico, se

puede decir que la germinacion es la reiniciacién de la actividad metabélica y el crecimiento
por parte de los tejidos que constituyen a la semilla; esto involucra una rehidratacion, la

utilizaciéon de reservas y el desamollo gradual de sist intéticos que man al
embrién en una planta joven y capacitan a esta iltima para asumir una existencia autotréfica
(6]

Durante la germinacién, la secuencia de eventos fisiolégicos y bioquimicos que parecen ser
comin a un gran nimero de semillas de gramineas puede dividirse en i) Eventos tempranos,
los cuales incluyen: hidratacion, sintesis de ATP, sintesis de protel fntesis de RNA y
reparacién del DNA; i) eventos tardios o ios: idn celular, lizaci6n de
reservas y replicacién del DNA. Cada evento representa un estado potencial en el cual un

sistema de control puede operar en la germinacidn (7).

1.4.1 Absorcion de agua

Para la activacion del metabolismo y subsiguiente germinacion, la hidratacién es un evento
indispensable en las semillas secas. La absorcién de agua suele efectuarse en tres fases: una
fase inicial de répida absorcién, una fase intermedia en la cual el contenido de agua de las
semillas permanece casi constante y una fase final de intensa absorcion que estd relacionada
con el alargamiento de las células y la aparicion de la radicula. Las proteinas constituyen el
principal componente de las semillas en cuanto a absorcion de agua; también participan en

este proceso los ilagos y ias pécticas; por el contrario, el almidén no interviene en

este proceso porque sblo agua en condict 4cidas y con altas temperaturas (7).

1.4.2. Respiracién y sintesis de ATP

La respiracién en las semillas maduras en el estado seco es extremadamente baja cuando
se compara con semillas en desarrollo 0 en germinacién. Durante la imbibicion, la respiracidn
se incrementa con el grado de hidratacion de los tejidos. En esta fase ocurre un incremento en
el cc de oxi y la conci ion de ATP también aumenta, lo cual parece deberse a
la hidratacién y activacién de las enzimas mitocondriales [6,7).

1.4.3. Si de RNA y pr
La sintesis de RNA es un evento temprano en la germinacién [8). Las RNA polimerasas-




DNA dependi no son i timitantes, ya que se han encontrado en trigo, cebada y
para la si is de mRNA tan pronto como se inicia la

soya en cantidades
germinacion {7].

El r4pido aumento que ocurre en la sintesis de proteinas durante ias primeras etapas de |a
germinacién es un evento independiente de la sintesis de novo de RNA mensajero [9]. En
varias semillas de cereales se ha descrito la existencia de mensajeros almacenados [10] que
se sintetizan durante la embriogénesis, pero no se exprecan en ese periodo. Se ha sugerido
que estos mensajes almacenados se requieren en las etapas tempranas de Ia germinacién
para una rapida reiniciacién de la actividad metabdlica [11)].

Por otra parte, la sintesis de proteinas se restablece inmediatamente después de la
imbibicién, por lo que es probable que todos los factores necesarios para esta actividad ya se
encuentren presentes en la semilla seca [12].

La estructuracion de los ribosomas en polisomas es un indicio importante de la sintesis de las
proteinas. En la semilla seca, la cantidad de polisomas es muy baja, pero conforme la
germinacién avanza, la cantidad aumenta notablemente en el embrién [13, 10].

Durante la fase temprana de la germinacion, la sintesis de proteinas puede Hevarse a cabo
en ausencia de sintesis de RNA [8], pero en los tiempos posteriores, la sintesis de proteinas
depende de [os mensajes sintetizados de novo [14], y el patrén cambia a otro cuya expresién
puede ser blogueado con tratamientos de a-amanitina [15].

4.5. Sintesis de DNA y divisién celular

La sintesis de proteinas y RNA se reinicia tan pronto como los tejidos se embeben, pero la
sintesls replicativa del DNA comienza mas tarde. Este hecho se hace mas evidente para la
mayoria de las gramineas [16}.

Se ha sugerido que la sintesis de DNA que se observa en las etapas tempranas de la
germinacién es el resultado de a replicacién del DNA organelar [17] o de la reparacién del
DNA [18-22}; estas dos posibilidades no son excluyentes [23). La expansién de la radicula en
la semifla ocurre inicialmenta por elongacién de fas células, y su salida subsecuente a través
de la cublerta de la semilla podria o no estar acompaiada por divisién celular. La replicacion
del DNA celular es un requisito indispensable para que la divisién celular suceda {7); este
proceso involucra la accién coordinada de multiples actividades enziméticas y faclores
protéicos. Un pape! central en este evento es realizado por las DNA polimerasas, cuya funcién
es asegurar la incorporacién de los 4 desoxinucledtidos (dJAMP, dCMP, dGMP y dTMP) sobre
un molde materno, de acuerdo a las reglas de apareamiento de Watson y Crick. En todos los
organismos eucariontes y procariontes estudiados se ha detectado actividad de DNA
polimerasa y aunque las propiedades fisicas, quimicas e inmunolégicas varian de especie a



especie, todas las DNA poli parten las sigui caracteristicas i) Requieren de
un cebador que proporcione un extremo 3'-OH, generalmente RNA, el cual es sintetizado por
un tipo especial de RNA polimerasa, denominada DNA primasa ii) Necesitan de un molde de
DNA para la incorporaci6n de los nucleésidos monofosfatos iii) Polimerizan en direccién 5'—»3'

en la cadena patrén y iv) Requieren de un catidn divalente: Mg++ o Mn++ [24].

Sin embargo, poco se sabe de la regulacién de la replicacién del DNA durante la
germinacién. Bewley y Black [7] sugieren que tanto la actividad como los niveles de DNA
polimerasas pueden ser factores que controlen este proceso.

El conocimiento que se tiene de la replicacion del DNA y el papel que desempeiia la DNA
primasa en este evento provienen del amplio estudio que se ha realizado en procariontes,
eucariontes inferiores y en células de animales; debido a ello se hara una breve descripcién de

las principales caracteristicas de la DNA prii de dichos ¢ ismos, para luego concluir
p > con la il ion disponible de células vegetales.
1.6, D imi de que la is de DNA i con un cebador de RNA [24)
La primer evidencia de que el RNA participaba como cebador en la replicacién del DNA
provino de estudios del mecani de iniciacién do pequeiios bacteri6fagos de DNA

cadena sencilla (ssDNA), tales como el fago M13 y el Ff, con los cuales se demostré ademas
que la iniciacién de Ia replicacién se originaba con un cebador en una tnica posicién.

El larecimiento de los ismos de cebado del DNA con RNA en las cadenas de
iniciacién de los bacteriofagos ¢X174, G4 y M13 ayudaron a revelar cémo ia sintesis de las
cadenas del cromosoma hospedero son iniciadas, primero en el origen de replicacién y
posteriormente en las horquillas de replicacion.

Inicialmente, estudios con los fagos M13, G4, $X174 y virus del polioma aportaron los mas
claros ejemplos de cebado del DNA con RNA. Debido a que esos pequeiios virus dependen
virtualmente de toda la maquinaria sintética de la célula receptora, las proteinas usadas en la

replicacién viral son las mismas que la célula usa para replicar su propio DNA. La
demostracién de que et RNA es el cebador en los fragmentos nacientes durante la replicacion
de la cadena discontinua in vivo se logré realizando estudios con E.coli, fago T7, B. subtilis,
$V40 y linfocitos. Ei cebado del DNA utilizando RNA es el mecanismo que mas utiliza la célula
para la iniciacién de las cadenas del DNA [24)



1.6.1. ia de la ién del cebad la sintesis de DMA [24]
Una de las reglas basicas de la replicacion es que las DNA polimerasas no pueden
comenzar la sintesis del DNA de novo, a menos que exista un dispositivo de cebado. Cada

vento de iniciacién requiere de un cebador [ 24).

Las polaridades de las dos cadenas cel DNA ddplex y la exclusividad en la direccién de
sintesis (5'-»3’) del mismo por las DNA polimerasas requiere de un mecanismo de replicacion
i Dos diferentes modos de cebado pueden operar para la sintesis de la cadena
continua (ffider), y la discontinua (retrasada), La cadena continua necesita solo un cebador,
usualmente en o cerca del arigen de replicacion del cr (la f ial donde

la 6 i En la cadena discontinua debe ser da rep

para las cad pequeilas (frag de Ok i), las cuales son de

1,000 a 2,000 nucledlidos de longitud en procariontes, mientras que en eucariontes son de 100
a 200 nucledtidos. Por lo anterior, los mecanismos usados para el cebado de la sintesis de 1as

dos cadenas podria diferir.
Los posibles medios por los cuales se podria presentar el cebado para la cadena continua

fan un conj de i muy diverso {24]:
i) El cebador de RNA puede ser sintetizado por una DNA primasa o una RNA polimerasa.

iiy A I un de DNA puede ser generado por alguno de los siguientes
i 2 a) Una rupl puede darse en un sitio especifico en el DNA duplex

por una endonucleasa, b) Un extremo 3' OH terminal puede ser introducido hacia un DNA

duplex por recombinacion para generar una asa D (D-loop), |a cual pueda ser elongada, ¢) Una

estructura tallo-asa al final del ¢ puede pi un ) 3 OH".

fiiy Un RNA prefarmado (tRNA), puede servir como cebador, como sucede en |a iniciacién de la

p ién en retrovirales.
iv) El extremo 3' OH puede ser donado por una serina de una proteina especifica,
mecanismo que utifizan ciertos virus duplex lineares de B. sublilis ($29), E. coli (PRD1) y de
células eucariontes (adenovirus).

En ¢ con los dif mecanismos de cebar el DNA para iniciar ia replicacidn de
la cadena continua, los muitiples cebadores en ia cadena discontinua son invariablemente
formados por primasas especializadas para esta funcién. Ademas de su capacidad para cebar,
las primasas son parte integral de la maquinaria de replicacién (replisoma) del DNA.

La razon por la que la célula utiliza RNA en lugar de DNA para comenzar la sintesis, podria
ser porqué de esta manera se logra una total fidelidad en ia replicacién debido a que en o
cerca del inicio del origen de icacién, la inaria para construir DNA a prueba
de errores y coreccitn de [0s mismas puede no funcionar tan eficazmente como cuando lo




hace durante la elongacién de la cadena. Los RNA mensajeros son diseitados para ser

transitorios, mientras que el DNA es imborrable. £ el comi de una
cadena marcada por un hibrido RNA-DNA *“extraiio” puede ser ficiimente reconocido y
d ido de una rep ion a prueba de ervor [24].

1.7. DNA Primasa de E. coli (producto del gen dnaG) [24).

La DNA primasa de E.coli es codificada por el locus dnaG, es una enzima esencial para la
replicacién del DNA. Estudios de mutantes dnaG indican que la primasa participa en la
iniciacién de la sintesis de los de Okasaki y en la replicacién de varios
cromosomas colifagicos, tales como $X174, T4 y fagos similares al G4. /n vitro, la primasa
sintetiza pequefios cebadores de RNA o hibridos RNA-DNA en ssDNA, es una enzima
monomeérica y ha sido purificada a homogeneidad. Ei gene dnaG ha sido clonado, Ia secuencia
d yla { b por icas de DNA recombinante.

La conversitn del cromosoma ssDNA del fago G4 (molde que tiene Ios requerimientos mas
simples para medir actividad de DNA primasa), a la forma replicativa (ONA duplex), provee un
ensayo directo de la funcién de primasa in vitro, ya que es una reaccion que requiere de SSB,
los 4 rNTPs y Mg++; en esle malde, la primasa sintetiza un cebador dnico de RNA de 28
nucledtidos de longitud en el origen de la cadena complementaria del fago G4. La DNA
polimerasa Il holoenzima, en una manera dependiente de ATP se une al molde (previamente

bado), y extiende pr el cebador a la forma repl . Bajo que
permiten tanto la sintesis del cebador como la subsecuente sintesis de DNA del sSDNA del G4
(r {6 plada de sil de DNA), el cebador podria ser de solo 2 ribonucledtidos

permitiendo asf a la DNA polimerasa que reconozca el extremo 3-OH y comience a sintetizar
el DNA. La relativa simplicidad para estudiar ia replicacién del fago G4 in vitro lo hacen un
sisterna atractivo para estudiar los mecanismos de accién de la primasa.[24].

En ia replicacién de la mayoria de los moldes colifagicos, la pri actua en coordi
con otros factores protéicos; la interaccién con la proteina DnaB (helicasa), es esencial para el
cebado de la mayoria de los moldes. Para que la primasa actle en el molde de $X174, todavia
mas proteinas son requeridas; DnaC, DnaT, PriA y PriC; todos estos factores y el ATP se
ensamblan en un complejo multiprotéico (el primosoma), sobre el DNA, permitiendo el

ub por la pri Hasta la fecha no se sabe con certeza cuales factores
permanecen establemente unidos al DNA y cual es su funcion especifica durante el cebado.,

Un andlisis detallado del sitio de origen del G4 y de otros sitios donde se inicia el cebado
podrian proveer pistas para entender como la DNA primasa reconoce el DNA.
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Lta 1 fal, i en el origen de G4 es la que se localiza adyacente al
sitio de iniciacién del RNA cebador (ver tabla 1). Los ledtidos 3-GTC son requeridos en el
origen para la iniciacién del cebador de RNA (5-AG), complementaria al TC.

Tabla I. secuencias consenso de sitios de origen de dif b i6fagos y plasmidos [24].
Molde Secuencia
RNA DNA
| |
PPPAG . . .
-11 -+
G4 AAACGTCATCCCTGCCGCCG
St-1, ¢K, a3 AATCGTCCTCCCTTCCGCCG
R100 GACCGTCCCGACCCCCTACG
R1 GACCGTCCCCGACCCCTACC
Ff6 GACCGTCCTCCGACGCGTCA

REK oria. GACCGTCCCCCGCGTTCGCG

Secuencia de moldes de DNA cadena sencilla alrededor del sitio de inicio y en el punto de transicién RNA-ONA de los
cebadores sintelizados por la primasa.

La replicacién de la cadena continua del pldsmido R1 es cebada solamente por la primasa
de E. coli, La cadena naciente continua, tiene un Gnico extremo §' terminal que se inicia en un
solo sitio de aproximadamente 380 pb hacia abajo del origen. Esta secuencia es
funcionalmente analoga al origen de replicacién del fago G4. Secuencias similares han sido
detectadas en los plasmidos R100, R6K y ¢, indi que la ia especifica de
reconocimiento por la ONA primasa es mas comun de lo que se habia creldo en estudios
anteriores.

La homologia entre diferentes fagos de cadena sencilla y secuencias derivadas de
plésmidos esté restringida a una regién adyacente al sitio de inicio de sintesis de RNA (ver
tabla 1).

La secuencia 3'GTC est4 presente en el sitio de inicio del cebador y varios residuos Ay C
estan similarmente localizados hacia arriba dej origen.



La prefa ia de ia pri por las ia 3-GTC en el molde es también aparente
cuando ésta es activada por la proteina DnaB, Durante la replicacién del cromosoma de E. coli
in vivo se sintetizan cebadores de 11+1 nucledtidos de longitud, los que comienzan con una
purina, siendo A 5 veces mas frecuentemente usada que G, el segundo nucledtido es

comunmente también una purina. De los cebad el 50% comi con pppApG en
su §' términal, el 1 TC en la seflal 3-GTC (ver tabla 1).
La longitud de los cebadores (1141 nucleétido), se ja en o a los sintetizado

por la primasa de eucariontes {ver seccién 1.7)

1.7.1. Primosomas de E. coli

La pri de £. coli r actua sola in vivo, generalmente se agrupa con la proteina
multifuncional DnaB en la sintesis de ceb para cc la de la cad
P ia. El blaje del jo DnaB-primasa en el molde, ya sea ssDNA,

cubierto con SSB o DNA duplex (e.g. pBR322 o el cromosoma de & coli) requiere de proteinas
adicionales “precebadoras” {24].

1.8. DNA Primasa de eucariontes [24)

En eucariontes, la actividad de pi es un comp de la DNA
polimerasa «, enzima nuclear responsable de !a rep del La relativa baja
ividad de la poli demas de la actividad de primasa que contiene asociada, la

durante la

P

o, 1 A

hacen un p para la sintesis de [a cadena
del DNA duplex. La DNA polimerasa &, que es muy procesiva en presencia del factor PCNA y
que carece de actividad de DNA primasa, puede ser resp ble de fa is de la

continua.
La polimerasa « ha sido purificada de muchas fuentes, incluyendo células de levadura y de
y estd de 4 subunid. la de mayor peso molecular (=180 kDa) tiene ia
ividad de DNA poli i que las dos subunidades mas pequeidlas (=60 y 50 kDa)
astan asociadas con la actividad de primasa, existe una cuarta proteina de =70 kDa que no
tiene actividad catalitica, pero que probablemente actiza en el anclaje del complejo al DNA
[25). La actividad de primasa de las subunidades pequedas es evidente cuando estdn
parte del plejo polit pri y bién cuando estdén separadas de tos
polipéptidos de 180 y 70 kDa. Las proteinas de 60 y 50 Kda parecen funcionar como unidad y
no ha sido posible separar una de otra bajo condiciones que permitan que la actividad de




p se Su coefici de sedi es con un h 0 de
110 kDa y son copreci| por un anticuerpo dirigido contra el polipéptido mas pequeiio.
Mientras que el sitio de unién a fNTPs reside especificamente en la proteina de 50 kDa,
andlogos de ATP marcan ambas proteinas con eficiencia similar, lo que indica que ambas
proteil p pan en la del ceb . Los genes que codifican para ambas proteinas
en levadura y ratén han sido clonados y iados. La ion de éstos indica que la
secuencia primaria de aminodcidos ha sido altamente conservada durante la evolucién.

Experimentos de interrupcién génica en los genes prit y pri2 (que codifican para las

subunidades de 58 y 48 kDa respecti en levadura), han ado que estas
mutaciones son letales [26-28]. A pesar de la )ia de los polipéptidos de pri en
levadura y ratén, estudios de complementacion in vivo demostraron que ninguna de las dos
subunidades silvestres de ratén son capaces de rescatar el ft ip do por ne:

letales o temperatura-sensible en el gen pri? o pri2 de levadura, indi > que estas prt

(atn do son sral y funcic muy simil ). podrian estar involucradas en
interacciones especificas de especie durante la replicacién del DNA [29). Los genes que

codifican para las subunidades de la primasa en levadura estan presentes como copia tnica y
son esenciales.
La pri de D. inteti li 6tidos de diferente longitud: 1242

nucledtidos, ya sea sola o como parte del jo p rimasa, que las
primasas de levadura y ratén sintetizan oligonucleétidos de 8-12 nucledtidos. Cuando la
sintesis de DNA es bloqueada, ya sea por la ausencia de dNTPs o de la polimerasa, se
generan multimeros de longitud caracteristica (e.g. 24,36 unidades). La sintesis de multimeros
(al menos para la primasa de levadura) requiere de la disociacidn y re-unién de la proteina al
moide, seguido de una seg ronda de de . Esto parece indicar que a
DNA primasa de eucariontes, a diferencia de la de procariontes, “cuenta” la fongitud de! primer,
maés que reconocer una secuencia especifica del DNA [24).

Los cebadores son iniciados con una purina, la Km para esos sustratos es alta, variando de
1 a5 mM para ATP y y cerca de 10 veces menos para GTP; el ATP es usado cerca de 4
veces mas comunmente que el GTP, pero esta pr ia es i jada por la
concentracidn de los diferentes NTPs y de la secuencia del molde. La mayoria de las primasas
pueden usar dNTPs en [ugar de rNTPs en todas las posiciones, excepto en la posicidn inicial

(24).

1.8. Requerimientos para medir actividad de DNA primasa.
Generalmente, la aclividad de DNA primasa es y bajo condi difi alas

de DNA polimerasa «. La fuerza idnica que requiere la primasa es generalmente menor que la



que requiere ia polimerasa. El molde sintético preferido por la primasa es poli-dC {30,31),
sequido por poli-dT [32-34). Pali-dG y poli-dA no son reconocidos por el complejo polimerasa-
primasa [35,36). Holmes et al. [37] des de comp 6n definida utilizando

leotidil terminal en los cuales se afadia oligo-dC u oligo-dT de longitudes
variables, covalentemente unidas al extremo S'OH terminal de poli-dA o pol-di
respectivamente. Dado que el plejo p i no se une ni a poli-dA ni a poli-dl,

el oligo-dC y el oligo-dT representan la Gnica parte relevante del molde para fa unién del
[ lejo p primasa con el DNA. De esta forma, los autores pudieron definir {a
longitud minima requenda de oligo-dC v oligo-dT para ser aceptada como sitio de iniciacidn; el

plejo polir qui de al menos un oligo-dT de 4 nucledtidos unido

al poli-dl, mi que requiere de un oligo-dC de al menos 8 residuos de

longitud.

La afidicolina, inhibidor competitivo (por dCTP) de la DNA polimerasa « {38-40], tiene poco
efecto inhibitorio en la incorporacién de tNTPs en la reaccién de cebado. Por otro lado, la
actividad de primasa es muy sensible a NEM [41,29,3740]. La adicidn de dNTPs en la mezcla

de reaccién reduce la incorporacién de rNTPs por el plejo polii pri en un 50%
[41]. Ocasi dNMPs pueden ser P en lugar de rNMPs en reacciones in
vitro do el rib étid rio esta [41.42).

1.9, DNA primasa de plantas.

El estudio que se tiene sobre DNA primasas de plantas es muy pobre todavia; sin embargo,
los pocos reportes que existen a la fecha indican que éstas tienen bastante similitud con las de
su contraparte animal.

El primer estudio que se publicé sobre DNA pri de fue elde G line et al,
en 1984 (43), quienes reportaron el aislamiento de una primasa de trigo que coeluia con una
DNA p tipo y de ani de peso molecular ca. de 90 kDa y un coeficiente de

ion de 5S; la ima no era inhibida por afidicolina y utilizaba como molde poli-dT y
DNA cadena sencilla de fago M13; no utilizaba poli-dC, poli-dA ni poli-dG. Posteriormente,
Laquel et al. [44) obtuvieron una preparacién homogenea de la enzima y la caraclerizaron; las
mejores condiciones para el ensayo de primasa se obtuvieron a una concentracién de 1-5§ mM
de Mg++, 0-15 mM de KCI, 0.2 mM de Mn++, pH 8.0 y temperatura de 37 °C,

Otro de los sistemas vegetales donde se ha detectado actividad de primasa ha sido en
cloroplastos de chicharo [45]; ésta presenta un peso molecular de 115-120 Kda, tiene afinidad
por los moldes poli-dC, poli-dT y DNA cadena sencilla del fago M13, pero no tiene afinidad por
dict para el yo se obtuvieron

los moldes de poli dA ni de poli dG. Las mej cor




utilizando una concentrecién de 8-12 mM de Mg++, pH 8.0, NaCl 25-75 mM, no es inhibida por
afidicolina y si por NEM.

Recientemente se ha reportado en chich una actividad de DNA prii iada a una
DNA polimerasa de alto peso molecular tipo x que coeluye a través de diferentes pasos

cromatograficos; sin embargo, esta actividad no fue i [48]).

Hasta la fecha y en una revision exhaustiva no se logré obtener mas informacion acerca de
p en si getales, In que indica que se realiza una escasa investigacién en esta
drea.



2. Antecedentes experimentales.

En nuestro laboratorio, trabaj con semillas de maiz se han encontrado varias enzimas
que participan en la replicacion del DNA: DNA topoisomerasas [47], DNA ligasa [48) y DNA
polimerasas [49,50).

Existen al menos tres actividades de DNA poli en proté de ejes
embrionarios de maiz a las 24 horas de germinacion [50), las cuales se nombraron como DNA
polimerasas 1, 2 y 3 de acuerdo al orden de elucién en una cromatografia en DEAE-Celulosa.
La DNA polimerasa 2 (enzima que se estudi6 en el presente trabajo), ha sido purificada y
[ té las sigui c isticas: la actividad de DNA poli se tra p
en un complejo multiproteico de aito peso molecular, ia K, para los diferentes dNTPs es
similar a la reportada para otras DNA poli tipo a, la actividad se incl hasta 2
ordenes de magnitud entre las 0 y las 24 horas de germi 6n (50}, el io en la aclividad
no se debe ni a variaci enla ji del complejo multiproteico ni de ias subuni
que la p {51). Anticuerpos policlonates dirigides contra la DNA polimerasa de temera

principal bunil de 90 y 83 kDa [50), anticuerpos dirigidos conira el
complejo de ia DNA polimerasa 2 de maiz reconocen bandas de 90, 83, 70, 60, 55, 45 y 24
Kda [52). Estas caracteristicas han sugerido que la DNA pofimerasa 2 es una DNA polimerasa

tipo « [50,52).




‘3. Hipo6tesis

Con base en los pr se la hipdtesis de que la DNA
polimerasa replicativa tipo a de maiz contiene asociada una actividad de DNA primasa.

4. Objetivo General
-Demostrar la existencia de una DNA primasa asociada a la DNA polimerasa 2 de maiz.

4.1. Objetivos particulares

a) Montar el ensayo que permita determinar si existe actividad de DNA primasa asociada a la
DNA polimerasa 2 de maiz y en Su caso;

b) Caracterizaria

¢) Compararia con DNA primasas de otros ] y



5. Material y Métodos

8.1, Material biol6gico

Las semillas de malz, variedad chalqueflo utilizadas en este trabajo fueron obtenidas
directamente de un agricultor del Valle de Chalco y presentaron un viabilidad mayor de! 85%.

§.2. Soluciones amortiguadoras y reactivos

5.2.1. 6n amortiguadora para imbibicién de ejes embrionarios
Tris-HCI pH7 .4 50 mM

Cloruro de potasio 50 mM

Cloruro de magnesio 10mM

Sacarosa 2%

Ctoranfenicol 10 M

5.2.2. én amorti para h g ejes embri
Tris-HCI pH?7.6 40 mM

KH,PO4 pH7.6 40 mM

Cloruro de potasio 15mM
2-mercaptoetanol 1mM

Sacarosa 250 mM

TPCK 75 uM

Benzamidina 10 mM

oTI 50 pg/ml

5.2.3. amorti utilizadas en la purificacion de la poli
5.2.3.1, Solucién amortiguadora A

K;HPO4 40 mM

EDTA 1mM

Glicero! 20%
2-rmercaptoetano! 1mM

TPCK 50 uM

Benzamidina 1mM

OTt 10 pg/mt



5.2.3.2, Soluciéon amortiguadora B
lgual que 5.3.1., pto que Ia de f es de 400 mM.

8.2.3.3. Solucién amortiguadora C
igual que 5.3.1., excepto que esta solucién contiene una concentracién de NaCl 150 mMm,

8.2.3.4. Solucién amortiguadora D
Iguat que 5.3.1., excepto que esta solucién contiene una concentracion de NaCl 1.5 M.

5.2.3.5. Solucién amortiguadora £

Igual que 5.3.1., plo que esta solucié i una i6n de NaCl 50 mM,
8.2.3.6. Solucién amortiguadora F

Tris-HCI pH74 20 mM

NaCl 50 mM

EDTA 1mM

Glicerol 30%

TPCK 50 uM

Benzamidina imM

on 10 pg/mit

2-mercaptoetanol 1mM

§.2.3.7. Solucion amortiguadora G

Igual que 5.3.6., pto que [a conc on de NaClesde 1.5 M

§.2.4. Soluci6 iguadora para activacion de DNA de alto peso molecular de timo de
ternera

Tris-HCI pH 7.4 10 mM

MgCl; 50 pM

BSA 0.5 mg/ml

DNA de timo de ternera 0.5 mg/mt



§.2.5. Mezcla de i6n para el yo de DNA poli
Tris-HCI pH7.4 50 mM
KCi 15 mM
MgCl, 8mM
dATP 0.1 mM
dcTP 0.1 Mm
dGTP 0.1 mM
Glicerol 5%
2-mercaptoetano! 0.4 mM
DNA activado 10 pg/mt
ATP 1mM
{metil >HETTP (57 Ci/mmol) SuCi/mi

5.2.6. Mezcila de reaccién para el ensayo de DNA primasa
§.2.6.1. Utilizando poli-dT como molde

8.2.6.1.1. Solucié ig! para la si is del ceb
Tris-HCI pH 8.2 50 mM

MgCl 8 mMm

KCI 15 mM
Glicerol 5%

2 mercaptoetanol 1mm

poli-dT 0.12 Azgo nmimi
ATP 1mM
5.2.6.1.2. Compi para la sil is de DNA
{a-*PLJATP (3.7X10-4 GBg/ml) 10 uCi/mi

DNA pol | de E.coli 20 wmlt

6.2,6.2. Utilizando ssDNA M13 mp8(+)

8.2.6.2.1. Solucién amortig para la sil is del
Tris-HC! pH 7.6 50 mM

MgCl> 8 mM

KCl 15 mM

Glicerol 5%
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2-mercaptoetanol 1mMm
ATP 1mM
CTP 0.25mM
GTP 0.25 mM
uTP 0.25 mM
SSDNA M13 mp8B (+) 1 ug/mt
§.2.6.2.2. Complemento para a sintesis de DNA
{metil-*HETTP (57 Ci/mmol) 25ucimi
dATP 0.25 mM
dCTP 0.25mM
dGTP 0.25 mM
DNA pol | de E.coli 20 u/ml

5.2.7. Liquido de centelieo

2,2"-p-fenilen-bis{5-fenitoxazol) (POPOP) 01g
2,5-difeniloxazo! (PPO) 59
Tolueno ¢.b.p. 1n

8.2.8. Reactivos para el gel de poliacrilamida at 6%, urea 7TM

Acrilamida (8%T 2.78Is)
Tris-borato pH 8.3 100 mMm

EDTA 2mM

Urea ™

5.2.9. Solucié iguadora para aplicar la de acidos
Azul de bromofeno! 0.25% wiv

Xilen cianol 0.25% wiv

Glicero! 50%

Formamida c.b.p 100 m|

5.3. Métodos

5.3.1. Preparacion de protamina

Se prepara una solucién de protamina al 10% disolviendo 10 g de protamina en 10 ml de
agua, se le adiciona suficiente HCI 6N hasta obtener un pH de 7.8, se afora a 100 ml con agua
desionizada.
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§.3.2. Preparacion de resinas
6.3.2.1. Distilaminoetil-celulosa (DEAE ) Sigma Co.

Se coloca un g de DEAE-celulosa en 75 ml de HCI 0.5 N agitando suavemente durante 45
minutos a intervalos de 15 minutos. La resina se colecta por filtracidn al vacio lavéndola con
agua desionizada hasta flegar a pH 4.0 (sin permitir que la resina se seque). Posteriormente se
agrega a la resina un volumen de 756 ml de KOH 0.5 N, se agita suavemente durante 45
minutos a intervalos de 15 minutos y se fava con agua desionizada hasta llegar a pH 8.0, se
resuspende en 80 mi de KC! 50 mM y se lleva a pH de 7.2 con HCI 50 mM. Se agita
suavemente durante una hora, a intervalos de 15 minutos. Se retitula a pH 7.2 y se decanta
eliminando los finos y materia particulada. La resina se resuspende en solucién amortiguadora
A (5.2.1) y se equilibra con 10 volumenes de la misma.

§.3.2.2.Hepari ® ia BioTech)

Se hidrata un g de la resina en $0 mi de agua desionizada 30 mi se d
eliminando los finos y materia particulada, se monta la columna y se equilibra con 10
voltimenes de {a solucién amortiguadora C (5.2.3.).

8.3.2.3. Superdex 200 (Phanmacia SioTech)
Esta resina se 6 ya por el p dor y solo se equilibré con 3
volamenes de cama de solucién amortiguadora £ (5.2.5).

5.3.2.4. Mono Q HR 5/6
Esta resina se inistré ya emp: por et pi dor, solo se equilibré con 10 volimenes

de cama de solucién amontiguadora F (5.2.8.).

8.3.3. ibicién de ejes emb
Ejes embrionarios integros de las semilias de maiz fueron obtenidos manualmente (10 g
peso seco), los cuales se desinfestaron con 30 ml de hipoclorito de sodio at 0.1% durante 5
i ( se enjuag con sufici agua i esteril, se con

un papel filtro estéril y se les colocé entre 2 discos de papel filtro Whatman-# 1 en cajas petri,
a de que q una capa homogé Se {es coloco solucidn amortiguadora (5.2.1),

a manera de que los discos de papel q per idos. La incubacion se
llevé a cabo en una estufa regulada a 25 °C durante 24 horas.
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Al finalizar e! tiempo de inc i6n los ejes i ios se p de I diato para
obtener el extracto celular.
5.3.4. Obtencién del extracto celular

Todas las operaciones en el proceso de purificacién se reali a4°Cenp ia de
los de pl recién prep )5

Los ejes embebldos durante 24 horas fueron pendit en 2.5 volii (relacid
peso fresco de ejes a de ), de én amortig de h izacio
(5.2.2). Se homogenaron 2 veces por 30 dos a maxi idad cada vez en un
politron PCU-2. E! extracto se centrifugé a 7,500 x g 15 minutos. La pastilla
de ésta p ifugacion fus pendida en 1.5 vold de solucién amortig
de homogeneizacién y se volvié a homogenar en el mismo politron en las condiciones antes
descritas. Se centrifugé a 7,500 x g 18 mi el sobr btenido de esta
segunda centrifugacién se mezclé con la anterior y a esta mezcla se le volvié a centrifugar a
11,500 x g durante 15 minutos. El totat ido se ifugd a 100, 000 x g
durante 21/2 horas. La pastilla se ho y al se le adi 6 10 pl/ml
de una solucién de protamina al 10% para precipitar los dcidos nucleicos, la suspensién

se agité 30 mi y el pi i se colecté centrifugando a 11,500 x g.

La pastilla se deseché y el sobrenadante fué utilizado como fuente enzimética para los pasos
posteriores de purificacién (Fraccion i).

§.3.5. Activacién ds) DNA de alto peso molecular
Se hicieron reaccionar 0.5 mg de DNA timo de ternera (previ. t ito en
guadora para activacion del DNA; 5.2.4).con 0.01 mg mg de DNasa | (Sigma Co.). se
incubd durante 15 minutos a 37 °C y posteriormente la DNasa se desnaturalizé calentando a
77 °C 5 mi fi se pasé a un bafio de hielo. Este DNA activado fue
utilizado posteriormente como molde para la incorporacién de los dNTPs en la mezcla de
reacci6n para el ensayo de la DNA polimerasa (5.2.5).

5.3.6.D i Sn de acti de la DNA polimerasa

La actividad de a DNA poli fué yada en un vol final de 100 wl, en un tubo
de ensaye de 12X75 mm que contenia la mezcla de reaccion (5.5) y 20 u! del extracto crudo o
de las fracci de los dife pasos ¢ graficos. Los yos se realizaron a 37 °C
durante 30 minutos. La i6n se detuvod agreg 100 pl de una solucidn stock de 2 mg/mi
de DNA de esperma de arenque (Sigma Co.}), y 3 ml de TCA al 10%. Los tubos se colocaron
en hielo durante 30 y la ra idad insoluble en TCA se colecté filtrando al vacio en

filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se Javaron con 5 ml de TCA al 10% y luego
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con § mi de etanol al 96%. Los filtros se secaron perfectamente en una estufa a 85 °C durante
20 minutos y se transfirieron a frascos viales que contenfan 5 mi de liquido de centelleo

(5.6.3). La dad de radiactividad se iné en un dor de centelleo Bech
LS6000IC.

Una unidad de actividad imatica de DNA poli fué como un pmol de
desoxitimidina monofosfato incorp a 37 °C durante 30 minut
§.3.7. b inacién de la actividad de DNA pril utilizando poli-dT como molde
5.3.7.1. Sintesis del cebador

La i6n indi de la actividad de DNA pri fué a partir de la
reportada por Laquel ef al {44). Inicialmente, el ensayo fue efectuado en las mismas
condiciones en las que se ind la actividad de DNA p (ver 6.2.8). Finalmente,
el yo se ¢ en un vol final de 50 pnl en un tubo eppendorf en la mezcla de
reaccién que se indica en el punto 5.6.1.1, se agregaron 2.5-5.0 pg de proteina por ensayo,
prei do d 15 mi a 37 °C. la reaccidn de cebado se detuvo agregando NEM a
una concentracién final de 5 mM o do la la a 85 °C 5 mi y
posterionmente se dejoé enfriar te a p b 10-15 minutos.

§.3.7.2, Sintesis de DNA

La sintesis de DNA se inici6 al agregar la sofucién 5.6.1.2 (DNA pol | de E.coli + (a-”P}-
dATP) a la solucién anterior, se incubé a 37 °C 45 mil La i6n se detuvd
agregando 50 ul de un stock 2 mg/mi de DNA de esperma de arenque y 1 ml de TCA al 10%.
El precipitado fué filtrado en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C, lavados con 5 ml de TCA
al 10% y finalmente con 5 ml de etanol al 86%. Los filtros fueron secados y la radioactividad
determinada como se indica en el ensayo descrito para la DNA polimerasa.

5.3.8. Determinacion de la actividad de DNA primasa utilizando ssDNA M13mp8 (+) como
molde
8.3.8.1. Sintesis del cebador
La reaccién fue adaptada a partir de la reportada por Laquel ef al [44). El ensayo se efectud en
un volumen final de 25 ui en la mezcla de reaccién que se indica en el punto 5.6.2.1, se
gregaron =2 ug de p por ensayo y se preincubd a 37 °C 30 minut

5.3.8.2 Sintesis de DNA

La sintesis de DNA se origind al agregar la solucién 5.6.2.2 a la solucién anterior, se incub6
30 minutos a 37 °C. La reaccién se detuvo agregando 50 ! de un stock 2 mg/mi de DNA de
esperma de arenque y 1 mi de TCA al 10%. E! precipitado fué filtrado en filtros de fibra de
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'vlddo Whatman GF/C, lavado con 5§ ml de TCA al 10% y finalmente con § mi de etanol al
96%. Los filtros fueron secados y la radiactividad determinada como se indica en el ensayo
descrito para la DNA polimerasa.

5.2.9. El de pi por ia DNA pol | de E.cof/, teniendo como
molde poli-dT.

La reaccién para determinar la actividad de DNA primasa se realizé como se menciona en
el punto 5.3.7., excepto que Ia reaccién de sintesis de DNA se detuvo agregando EDTA a una
concentracién final de 20 mM. Las proteinas se extrajeron con 1 volumen de

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Los 4cidos icos fueron precipif a-20°C
con 2 volimenes de etanol absoluto en p ia de 0.1 volli de acelato de scdio 3IM y

30 minutos a -70 °C. Posteri fa se centrifugd durante 15 minutos a
12,000 rpm en una microcentrifuga. La pastilla se secd y fué redisuelta en la solucién
amortiguadora 5.2.9. Los 4cidos icos fueron a85°C 3 y

las muestras se aplicaron a un gel de poliacrilamida al 6% (5.2.8.). Las dimensiones del gel
fueron de 38 cm de largo, 40 cm de ancho y 0.4 mm de grosor. La electroforesis se llevé a
cabo a 1,200 V durante 2 horas. Después de remover una de las placas del gel, éste fué
adherido a un papel fillro Whatman # 1 para removerio de la ofra placa de vidrio,
posteri fué do y exp ) a una pelicula para autorradiog| (Reflection NEF-

495, DUPONT) en una pantalla amplificadora a -70 °C

5.4.( i6n de la DNA pril
La actividad de la DNA primasa (Fraccion II) se ensayd en la forma descrita en el punto
5.3.7., vari las condici yio las i itas a i6

5.4.1. Temperatura

El jo pol asa-pri fué preincub. a 4, 10, 25, 30, 37, 45 y 52 °C por 15
minutos, posteriormente se afadié [x-2P}JATP, NEM y DNA pol ! de E. cofi: la reaccién de
sintesis de DNA se realizé durante 45 minutos a 37 °C y se detuvo como se indica en el punto

5372,

§.4.2, Magnesio.
El Il i fue prei en pr de 0,25, 8, 12, 16 y 20 mM

de Mg++. D és de la preincubacién se inactivd a la poli p a
a 85 °C por 5 minutos La concentracién de Mg++ se ajusté a 8 mM (con EDTA cuando la
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preincubacién se efectué a 12, 16 y 20 mM), con el objeto de que durante la posterior
incubacién con Pol I, esta trabajara a la misma concentracion de Mg++ en todos los casos.
Para descartar cualquier posible f se & un control con DNA pol | utifizando poli-
dT cebado con oligo[dA]; en presencia de 8 y 20 mM de Mg++ (éste Ultimo en presencia de
EDTA 6 mM). Después de ajustar la concentracién de Mg++ se procedié como se indica en e}
punto 5.3.7.2.

5.4.3. Manganeso
Et plej i pii fue preincubado en p! de 0, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8,
1.5 y 3 mM de Mn++. La reaccidn de cebado se detuvo como se indica en el punto anterior y
posteriormente se agregd Mg++ a una concentracion final de 8 mM. Para descartar cualquier
posible efecto artificial, se efectu6é un control con DNA pol | utilizando poli-dT cebado con’
igofdAs en pr ia de las dif i de Mn++ y Mg++ 8 mM, La reaccién
de sintesis de DNA se inici6 al agregar DNA pol | + {«-P}-dATP, posteriormente la reaccién

continué como se indica en el punto 5.3.7.2.

8.4.4. Cloruro de potasio

€l plejo poli pri fue prei en p ia de 0, 7.5, 15, 20, 25, 50 y
150 mM de KCI. La reaccidn de cebado se detuvo como se indica en el punto anterior. La
reaccidn de sintesis de DNA se inici6 al agregar ONA pol | + [a-”P]-dATP. posteriormente la
reaccién continud cemo se indica en el punto 5.3.7.2. Para abservar el efecto del KC! sobre la
DNA pol | se tuvo como control a la actividad que presentaba con poli-dT cebado con oligo-

[dA], a las cc de KCI sertalad:

54.5.pH
€l plejo poli i fue p b variando los valores de pH, usando
dife i a una 6n final de 10 mM. Para los pHs 5.5, 6.0, 6.5 se

utiliz6 MES, para los pHs de 6.5, 7.0 y 7.5 Bis-Tris, para los pHs de 7.5, 8.0, 8.5 y 9.0 se utilizé
Tris-HCL, D és de |a preincubacion e inactivacion de la enzima, se agregd Tris-HC! pH 7.8

a una concentracion final de 100 mM y el ensayo continud como se indica en el punto 5.3.7.2,
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6. Resuitados

Para comprobar la hipétesis de que la DNA polimerasa 2 podria tener asociada una

ividad de pri se tenia i que montar el ensayo para detectaria. La DNA
polimerasa 2 ulilizada fué la proveniente de las fracciones con actividad de Heparina sefarosa
(=2,000 veces de purificacion). A ¢ se ios resultados que se obtuvieron

utilizando diferentes moldes para la DNA primasa.

6.1, D inacién de las dici ias para medir dad de DNA prif 3
6.1.1 Utitizando el molde de ssDNA M13mp8 (+)

El ensayo para determinar actividad de DNA primasa requiere basicamente de un moide de
DNA cadena sencllla, ya sea natural o antificial. EI DNA del fago M13 de cadena senciila (+) es
uno de los moldes naturales que mas ha sido utilizado {30,32,53]. en el presente trabajo
también se utilizé este molde segin se indica en Material y Métodos. Como se puede observar
en la tabla 2, existe incorporacién de (metil-’H}-dTMP durante 1a replicacién del molde de DNA
cadena sencilla cuando se agrega solamente la fraccién de Heparina sefarosa que contiene
actividad de DNA poli (FHS); sin embargo, en un ensayo por separado, cuando se
agregé DNA polimerasa | de £, cofi (Pol l) a la la de i6n (sin én protéica de
maiz), se observé una incorporacién mayor a la que efectué la fraccion FHS (DNA polimerasa
end6gena), por lo que este resultado parecia indicar que el molde de M13, podria estar

i con aigin ceb é 0 que probabl se una estructura

tatlo-asa intema proporcionando asl un extremo 3'-OH. Para descartar esta Gltima posibilidad,
se calentd el molde de DNA a 85 °C por 5 minutos seguido de un répido enfriamiento en baiio
de hielo; sin embargo, los resultados que se obtuvieron fueron muy similares. Se utilizé el
mismo moide de DNA, pero de ofra casa comercial, con un lote diferente de Pol ); aiun asi, los

tados fueron i
Pol | fué utilizada en la reaccién junto con la fraccién FHS con el objeto de incrementar ia
P én del d Slido, pre y do el molde de DNA tuviera un cebador que

proporcionara el extremo 3-OH. La preincubacion de Ia fraccion de polimerasa y posterior
adicién de Pol | (FHS + Pol 1), dié un valor superior al encontrado al solo utilizar Pot | en
ausencia de cebador (tabla 2); no obstante, esta diferencia no era muy grande y junto con los

arriba i dejaba duda de l|a presencia de una actividad de DNA primasa
en nuestro ensayo.
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Tabla 2. D inacion de actividad de DNA pril con el malde sSDNA M13Imp8 (+).
incorporacion de CH-meti}-d TMP a ssONA M13mp8 (+).

Ensayo Unidades incorporadas a SSODNA M13 mp8 (+) o
Blanco 0.05

FHS® 0

Pol 72

FHS + Pol { 120

Mi3na unidad de schividad de DNA primasa fue definida como (a cantidad de enzima que induce ia interporacidn de un pmot
e {'H-metiil-dTMP ai moide sSONA M13mp8 (+) a 37 °C durante 36 minutos.
4 praceidn e Heparina sefarosa con aclividad de DNA polimerasa

6.1.2. Utilizando el molde de poli-dT

Entre los moldes arificiales que mas eficazmente son utilizados por fas primasas de
difi se el poll-dT y el poli-dC; los moldes no utilizados son e!
poli-gA y el poli-dG [30,32,53]. Utilizando el moide de poli-dT si fue posible observar una clara
actividad de DNA primasa. En fa tabla 3 se puede observar que fa incorporacion de {u-"P}

dAMP por {a Pol ten ia de un cebadar es practi cero (rengién 2). En fa 4
FHS se observd incorporacion de [u-“PrdAMP la sintesis de la cad

complementaria del poli-dT, lo cuat indicd que fa DNA poli @ del plej
muitiproteico puede elongar ef cebador fi dao por una p primasa (rengién 3), g

no tan eficientemente coma lo hace la Pal | cuando tiene un cebador previamente formado por
esa misma primasa {rengién 4), o cuando se agrega exdgenamente aligo{dAl; (rengi6n 5)

La DNA prif de maiz si b de {rAjn y apai puede formar
fambién cebadores de [dA]n en ausencia de ATP, ya que se obtuvo una incorporacion de fo-
”P}-dATP de ~19% (rengitn 8) respecto al control {rengién 4). La DNA primasa de trgo
p un comp j similar {44). La adicién de RNasa H a la mezcla de reaccion,
después de fa sintesis del cebador, disminuye fa sintesis det DNA (rengton 7). La
inactivacién de fa DNA primasa, posterior a la sintesis del cebador, ya sea con calor o con
NEM no afectd a la actividad de fa DNA pal | (renglén 8 y 9 respectivamente), sin embargoe, {a
activitad de DNA primasa se suprimio si se le trataba a 85 °C 5 minutos o con NEM (rengidnes
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10 y 11 respectivamente), antes de agregar e! ATP. Durante la caracterizacién de la
DNA primasa se detuvo la reaccion de sintesis del cebador con calor o con NEM.

En general, ninguna DNA primasa descrita hasta ahora utiliza eficientemente moldes
polipurinicos: La DNA primasa de maiz tampoco fué capaz de utlizar un molde polipurinico: el
poli-dA (no se muestra).

Tabla 3. D inacién de idad de DNA primasa con el molde poli-dT.
Incorporacién de [«-">PJ-dAMP al molde poli-dT.

Ensayo Unidades incorporadas
1. Blanco 0.05
2.Pol ! 08
3. FHS 13
4. FHS + DNA pol ! 41
5. DNA po! I+ oligo[dAls 98
8. FHS, no fNTPs + pol | 7.8
7. FHS + RNasa + Pol | 49
8. FHS + Calor + Pol | 39
9. FHS + NEM + Pol | 39
10. Calor + FHS + Pol | 2
11. NEM + FHS + Pol | 2

'Sin FHS ni DNA pot 1.

2Control negativo de Pal ! sin cebador.

356i0 FHS {utitizacién de! cebador porla de DNA polimerasa enddgena).

“Formacion dei cebador por la primasa y sintesis de DNA pat la DNA pol ).

*Control posivo de DNA pol | con el cebador de 8 nucledlidos.

“Sintesis de cebador de ONA por la primasa,

"Efecto de la accién de RNasa sobre el cebador sintetizado por la DNA primasa.

47 fecto de la inactivacion de la DNA primasa después de la formacidn del cebador sobre la sintesis de ONA.
197 Yinactivacion de la ONA primasa, previo a la formacion del cebador,
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Después de que se observo actividad de DNA pri en laDNA p 2, utiizando
el molde de poli-dT, se procedié a buscar las di biogquf ias para
caracterizar a esta enzima. En primer lugar se determind e! tiempo éptimo de cebado del poli-
dT; para ésto se preincubs Ia ion de Heparina por difs iempos con el

ribonucledtido ATP y el molde, con el objeto de que se formara el cebador, el cual
posteriormente seria elongado por la Pol |; en la figura 2 se puede observar que existe una
relacion directamente proporcional de sintesis de DNA con respecto al tiempo hasta los 20
minutos de cebado, por lo cual en los ensayos para la caracterizacién de la primasa se utitizé
un tiempo de 15 minutos de preincubacién.

Puesto que el ensayo para determinar la actividad de DNA primasa utilizado en el presente
trabajo es indirecto, también se estudié la reiacion existente entre la sintesis de DNA por la Pol
I con respecto al tiempo (después de preincubar por 15 minutos con la fraccién de Heparina
sefarosa). En la figura 3 se puede observar que la sintesis de DNA por la Pol | es
di proporci con resp: al tiempo al menos hasta los 60 minutos; por lo tanto,

en los y b: de idn se incubd a la enzima por 45 minutes, como
se indica en Material y Metodos.
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Figura 2. Determinacién de fa linearidad de la i6n de cebado frente al po. Se
incubaron S g de la fraccién FHS a 37 °C por dife iempos en p ia de ATP y poli-
dT. D és del tiempo se afiadié DNA pol | + [a-¥PLIATP y se incubd por 30
minutos a 37 °C,
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Figura 3. L inacién de fa li dad de la i6n de elongacion del frente
al tiempo. Se i S pgdelaf ion FHS con actividad de DNA polimerasa-primasa a

37 °C por 15 minutos en presencia de ATP y poli-dT. Desp de este tiempo se afl
DNA pot | + [a-’PFJATP y se incubt por diferentes tiempos a 37 °C .
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6.2 Purificacién de 1a DNA pol 2 y medicién de la (| dela DNA p

Para inar si la actividad de DNA pri coeluia con ta DNA polimerasa 2 a 10 largo
de todo el proceso de purificacién, se mont6 un procedimiento de purificacién modificado del
reportado por Coello ef al [§0). La variaci6 en ptar las resinas de Superdex 200 y
Mono Q HR §/5 (resinas apropiadas para correrlas a una flujo relativamente alto en FPLC y
con gran resolucién). A continuacién se pi los Itados que se obtuvieron en este
objetiva.

6.2,1 DEAE-Celulosa
La fraccion | (ver tabla 1V), fué aplicada a una columna de DEAE-celulosa (2.5x15 cm)
previamente equilibrada con solucién amortiguadora A. La columna se lavé con {a misma
solucién hasta que no se detectd Ay La proteina adsorbida se eluyé con 5 volimenes de un
gradiente linear de 40 a 400 mM de fosfatos (soluciones amortiguadoras A y B
pecti ). A las fracci eluldas se les ind la de protei y las
ctividades de DNA poli y DNA pril La figura § el perfil de elucién del

plejo poli pril a lravés de esta En esta g se p
notar claramente 3 picos de actividad de DNA polimerasa, los cuales han sido nombrados
como DNA poli 12y 3de rdo al orden de ion [50). La DNA polimerasa 1 no
se adsorbe a la resina en estas condiciones, la ONA polimerasa 2 necesita de una
concentracién de 100:30 mM de fosfatos para eluir y la ONA polimerasa 3 eluye a una
concentracién de fosfatos de 200+30 mM. Lo anterior sugiere que !a carga eléctrica neta de las
isoenzimas (o de {as proteinas con las que podrian estar asociadas), es diferente entre éstas,
siendo positiva la carga eléctrica neta para fa pol 1, y negativa para las poli 2y 3. En
esta cromatografia se logré adem4s eliminar un gran cantidad de proteinas al no ser
adsorbidas por la resina, lo que implic6 que la actividad especifica de la DNA po! 2 (actividad

dela i de protefna), se i bl En a la actividad de la
DNA primasa, se observé que ésta coeluia con la actividad de 1a DNA polimerasa 2. Las
fracciones con actividad de poli ser (Fraccién i) y se aplicaron a una
col de Hep
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Fig. 4. Perfil de elucion de las de DNA poli Y primasa a través de una

columna de DEAE-Celulosa.

La Fraccién | (24 mi), fué aplicada a una columna de DEAE-Celulosa (2.5 x 15 cm)
previamente equilibrada con solucién amortiguadora A. Se aplicé un gradiente linear de 40 a
400 mM de fosfatos a un flujo de 15 mithr. A: actividad de polimerasa (++----- +) y primasa (X---
~=X). B: Fosfato de potasio(*---—-*), Proteina Az ..,
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6.2.2.Heparina sefarosa

La es un gli inogli Ifatado que consiste principalmente de
secuencias repetidas del disacarido 4cido w-L-idopiranurénico-2-sulfato y 2'desoxi-2-sulfamino-
a-D-glucopiranosa -6-sulfato unido en posicién 1—4, La figura 5 muestra a estructura de (a sal
disédica del disacarido.

— —_—

Q80;0Na
0]
OH
H
Ry / H
NaO,C Naoso/ O—
0SO,0ONa
L ~Jdn

Figura 5. Estruciura parcial de fa heparina [54].

Debido a su naturaleza poliani6nica, la heparina interacciona con muchos compuestos
bioldgicos, y éstas interacciones pueden ser usadas como base para una purificacién por
cromatografia de afinidad en Heparina sefarosa CL-6B. [54). La fraccion 1] fue aplicada a una
columna de Heparina sefarosa (1.5 x 5.5 cm), previamente eqQuitibrada con solucién
amortiguadora C. Después de lavar la columna con 5§ volimenes de cama con la solucién C,
se aplicd un gradiente de 150 a 1,500 mM de NaCl (soluci C ¥ D respecti ). La
polimerasa-primasa se unié con gran afinidad a esta resina, ya que fué necesaria una aita
concentracion de NaCl: 800+50 mM para eluir e! complejo-polimerasa primasa. En la figura 6
se puede observar como la actividad de DNA primasa coeluye con Ia actividad de polimerasa,
aun cuando se necesitd de una alta fuerza iénica para eluir ambas actividades, por lo que este
resultado muestra que la DNA poli 2 tiene fi ite asociada una actividad de DNA
primasa. Las fracciones con actividad de poli pri a fueron j das (Fraccion fll) y
concentradas en tubos centricon (con corte molecular de 10 kDa), se centrifugé a 4, 000 x g
durante 4-5 horas con el objeto de aplicar un volumen pequefio deé muestra a la siguiente
columna: Superdex 200, para que de esta se lograra ob una mayor resolucion
de la estimacién del peso molecular del plejo pri
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6.2.3. Superdex 200
La fraccién I} se aplicd a una columna de Superdex 200 (3.6 x 60 cm, esta columna se
recomienda para separar proteinas que tienen un peso molecular entre 10 a 600 kDa),
previamente equilibrada con salucidn amoriguadora E. Las proteinas aplicadas a esta
columna fueron eluidas con 3 volimenes de cama, £n esta cromatografia se logrd: 1)
el peso del plejo poli pri : 450 Kda, 2) oblener un paso
mas de puriticacion del plejo y 3) eliminar ia aita ion de sales con fa que eluyd
ia proteina de Heparina sefarosa. Como se puede observar en fa figura 7, fa DNA primasa
coefuyd con fa actividad de DNA polimerasa en un complejo de alto peso molecular, segun se
d por la p 6n del patrén de elucidn que se ohtuvo de marcadores de peso

moteculas que se Corrieron en jas mismas condiciones que a Fraceion i),

6.2.4, Mono Q HR §/5

Esta coll es un inter iad & fuerte y f t te (a pH 2-
12), carga eldctrica reta positiva donada por los grupes -CH;N+(CH),. Las fracciones con
actividad de polimerasa-primasa que coeluyeron en Superdex 200 fueron reunidas (Fraccidn
iV) y aplicadas a una columna de Mono Q HR 5/5 previamente equilibrada con solucién
amortiguadora F. Et complejo poli i s8 rbid a ta resina y se eluyd con 5
volimenes de cama de un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de NaCi (Soluciones
i FyG peacti {a actividad de primasa coeluyd junto con fa

actividad de poli a una conc itn de 750 +30 mM de NaCl (ver figura 8). La venlaja
que proporciond 13 utilfzacion de esta resina istio en ar relati rdpido a 1a
proteina que eluyé diluida de la cromatagrafia anterior, a ta vez que se logrd purificar mas al

plejo pali pri Hasla este paso de fraccionamiento se logro purificar a fa DNA
polimerasa ~9,000 veces {ver tabia 4). La purificacién de t1a DNA primasa que se describe en ia
tabla § es solo una estimacion parcial y se baso en la actividad de primasa que se gbtuvo en ta
Fraccién I, ya que no se jogrd d inar la actividad en ef crudo; no ¢ si s
hace una comparacion del valor de purificacion de fa DNA polimerasa 2 tomando ¢l mismo
criterio que para la DNA primasa, {as veces de purificacién son semejantes: 150. Se estima por
io tanto, que el valor final de puriticacion de Ia DNA primasa se aproxima también a 9,000
veces, similar at de {a DNA pofimerasa 2, £f esq pleto de purificacion del comptejo
poth pri se en fa figura 9 y las veces de purificacidn 1anto para la

polimerasa como para la primasa se muestran en las tablas 4 y 5 respectivamente,
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Figura €. Perfil de de las idi de poli yp a través de una
/I en Heparil f: .
La Fraccién i1 (22 ml), se aplico a una columna de heparina {1.5x5 cm), pr
equilibrada con solucién amortiguadora C. Se aplicé un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de
NaCl a un fiujo de 10 ml/hr. A: actividad de polimerasa (#-------+) y primasa (X»------X). B: NaCl

(*--=*), Proteina A s (-,
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Fig. 7. Perfil de elucién de las de poli y a través de una
columna en Superdex 200,
La Fi én It fué en tubos ricén hasta 1 ml y se aplicé a una

columna de Superdex 200 (1.6x60 cm), previamente equilibrada con solucién amortiguadora
E. Las protefnas aplicadas fueron eluidas con 3 volimenes de la solucién E a un flujo de 45

ml/hr. A: actividad de poli (#=ememer +) y pri (X X). B: Proteina Ayyy (W),
Los di de peso mol utilizados fueron; Azul dextran, 2 000 kDa; Ferritina, 450
kDa; 240 kDa; Aldol, 158 kDa y Alblmina sérica bovina, 68 kDa.
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Fig. 8. Perfil de elucion de las actividades de poli y pril a través de una

columna en Mono Q HR §/5,

La Fraccion (V (14 ml), se aplicé a una columna de Mono Q HR 5/5 (0.5x5 cm), previamente
equilibrada con solucién amortiguadora F. Se aplicé un gradiente linear de 150 a 1,500 mM de
NacCl a un flujo de 30 mi/hr. A: actividad de polimerasa (#s------ +) y primasa (Xe---«--. X). 8: NaCl
(*e-——=*), Proteina A;go (.-,
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Tabla 4. Cuadro de purificacién de la DNA polimerasa 2"

Fraccion Proteina Volumen Act.  Act. veces

total (mg) total (mi) total” especifica®  de puri*¢
Extracto crudo
Fraccién | 332.5 24 51.7 0.155 e

DEAE-Celulosa
Fraccidn Il 28.96 22 261.7 8.73 56

Heparina sefarosa

Fraccién I 0.68 8 226.3 332 2140
Superdex 200
Fraccién IV 0.28 14 187.8 669 4308

Mono Q HR §/5
Fraccion V 0.08 2.5 108.1 135.1 8710

' La sctividad de poiimerasa se determing utilizando (metil-H |dTTP.

™ Una unidad de actividad de polimerasa fus definida como la cantidad de enzima qus incorpora 1 pmol de {melii->HFdTTP
2 un moide de DNA activado, a 37 °C, 45 minutos.
PActividad totalmg. de proteina

“!Las veces de purificacidn se calcularon en basa 8 la actividad de poiimerasa que se cuantificé en ia Fraceidn |,
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Tabla 5, Cuadro de purificacién de la DNA iada a la DNA poli 2
Fraccién Proteina Volumen Act.  Act. veces

total (mg) total (mf) total® especifica®  de purif.
Extracto crudo
Fraccion | 3325 24 JORS —
DEAE-Celulosa
Fraccién Il 20.96 22 4,250 141 -
Heparina sefarosa y B I
Fraccién It} 068 8 3,660 5410 7 38
Superdex 200 - S
Fraccion IV 0.28 14 2300 82000
Mono Q HR 5/5 : :
Fracci6n V 0.08 25 1,500 18750 ¢ 1320

) La actividad de primasa se determing utilizando fa-¥PIATP.

@ Una unidad de actividad de primasa fué definida como la cantidad de enzima que incorpora 1 pmol de [u-GZP]—dAMP l‘- : :

un molde de poii-<dT prevismente cebado, a 37 °C, 45 minutos,

Plactividad totalimg de proteina

“ILas veces de purificacidn se calcularon en base & la actividad de primass que se cuantific en la Fraccidn I1.
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6.3. Caracterizacidn pascial de la actividad de DNA primasa

Después que se demostrd que la DNA primasa coeluia con fa actividad de la DNA polimerasa
a través de los dif pasos cf graficos, se b las condiciones Optimas para
medir dicha actividad a parlir de la fraccién il (Heparina sefarosa), ya que se ha demostrado
{53, 54}, que la actividad de la DNA primasa es mucho mas I4bil que fa de DNA polimerasa
conforme avanza la purificacién, aunado a que en el preseate estudio se obtuvo muy poca
cantidad de proteina en el Gitimo paso de purificacidn (Mono Q HR §/5).

Se dié el comp de {a actividad de la DNA pri a dif al de
temperatura y pH, asi como también a diferentes de magnesio, cloruro de
tasio y Los que 58 obtuvi en cuanto 3 este objetivo se muestran

[+]

a dnyseg como % con respecto al pica de actividad (320450 w/mi).

6.3.1. Tempersatura

El plejo polil primasa fué prei y 15 mi a difs temperaturas para la
is del cebador, tr ido el llempo antes seialado se inactivd a {a ima como sg

indica en 5.3.7.1. Posteriormente se agregd DNA pol | + [o-PMATP para fa sintesis de DNA,

La i0 inué a 37 °C d 30 mi y se detuvo como se indica en 5.3.7.2. Enfa

figura 10, se observa que 3 la pri te favorece ar a una p de
37 °C. Temperaturas menores de 20 o mayores de 44 °C inhiben en mas de un 50% la

actividad de la enzima.

6.3.2, Magnesio

€! complejo polimerasa-pimasa fué prei 15 mi en pr ia de difi
de Mg++. Después de la prel ién se inactivd a la polimerasa-primasa
desnaluralizandofa con calor. Posterit 1a ¢ én de Mp++ se ajusté a 8 mM

como se indica en 5,11.2 y se agregaron Pol | + {u"2-PIJATP. Para descartar cuaiquier posible
antefacto, se efectud un control con DNA po! { utitizando poli-dT cebado con oligojdAl, en
presencia de 8 y 20 mM de Mg++ (éste ultimo en presencia de EDTA 6 mM). La reaccién de
sintesis de DNA prosiguié como se indica en 5.3.7.2. En (a figura 12 se puede observar que
este idn divalente es esencial para que la primasa lrabaje y que el Optimo esta a una

ién de 8 mM. Conc i ayores de 18 mM inhibt en mas de 50% fa

actividad de {a DNA primasa.
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6.3.3. Manganeso

El complejo polimerasa-primasa fue p bado 15 mi en p ia de dif
concentraciones de Mn++, La reaccién de cebado se detuvo i a las pr
con calor y posteriormente se agregé Mg++ a una concentracion final de 8 mM. Para observar
el efecto de ambos cationes sobre |a actividad de la DNA pol I, se efectud un control utilizando
poli-dT cebado con oligo[dA]s con ambos ¢ La i6n de si is de DNA se inicié al
agregar DNA pol | + [a-“P}dATP, posteri la reaccion continué como se indica en el
punto 5.3.7.2. En la ngura 12 se puede observar que la DNA primasa puede utilizar Mn++
como cof . La pl p 6 actividad a concentraciones de entre 0.4 y 1.6 mM de
Mn++. El pico de actividad se p! 6 a una conc ion de 0.8 mM. La actividad que did
como control {a DNA pol | con el poli-dT cebado con oligo[dA}s fué 40% mayor cuando se
utilizaron en la mezcla de sintesis Mn++ y Mg++, a |2 que presentd la DNA pol | al trabajar sélo
con Mg 8 mM (sin Mn++); esto se podria deber a que la fidelidad de 1a DNA pol | es menor en
presencia de Mn++ y a que puede incorporar tNTPs en lugar de dNTPs [24).

6.3.4. Cloruro de potasio
€! complejo polimerasa-primasa fué preincubado a difer i de KCl por 1§
para la ién de cebado, p i se inactivo al plejo multiprotéico con
calor. La reaccién de sintesis de DNA se inici¢ al agregar DNA pol | + [a-PKATP. En la figura
13 se observa que la DNA pri trabaja efici a conc o
iguales a 15 mM. Cc i y inhiben i a la actividad de p
La DNA p 2 puede jar efici a 100 mM de KCI [50] lo cual concuerda
con lo reportado previamente [53], en el sentido de que la DNA primasa de eucariontes es
sensible a fuerzas i6nicas en las que la DNA polimerasa no lo es. Para observar el efecto de
las diferentes concentraciones de KC} sobre la actividad de la DNA pol | se utilizé poli-dT
bado con oligo[dA)s a cc i i a las probadas en la reaccion de cebado. La
DNA pol 1 solo se inhibe en un 20% cuando la concentracién de KCI es 150 mM, con lo cual se
descarta un posible artefacto.

2.5.pH
Ef complejo polimerasa-primasa fué preincubado a diferentes valores de pH por 15 minutos
para la reaccién de cebado, posteriormente se d alizé al complejo multiprotéico con

calor. Se ajustd el pH a 7.6 y la reacci6n de sintesis de DNA se inicid al agregar DNA pol | +
{a-"P}-dATP y ésta continué como se indica el punto 5.3.7.2. En la figura 14 se observa que a
la primasa le favorecen pHs ligeramente basicos. En general, en sistemas eucariontes la
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primasa trabaja a pHs més basicos que a los que trabaja la DNA polimerasa con la que estén
asocladas (53). E! tipo de amortiguador influye sobre ia actividad de la enzima, ya que a pH de
7.5 con Tris-HC! se presenta un =20% mds de actividad que al mismo pH con Bis-Tris,
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Figura 10. Efecto de ia temperatura sobre {a actividad de primasa.
La i16n FHS fué prei da como se indica en Malerial y Mé a fas temp ¢!
seflaladas. Se grafica el promedio de 3 experimentos.
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Figura 11. Efecto de la ion de sobre la actividad de primasa

La fraccién de FHS fué preincubada a las concentraciones de MgCl, como se indica en
Material y Métodos. Primasa + DNA pol | (x~~x); DNA pol | con poli-dT cebado con
oligo[dA] g (»w==). Se grafica e! p! dio de 3 experi
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Figura 13, Efecto del cloruro de p io sobre la actividad de pri

La fraccién FHS fué preincubada a las concentraciones de KCI como se indica en Material y
Metodos. Primasa + DNA pol | (X----X); DNA pol | con poli-dT cebado con oligo[dA] s (»----u). Se

grafica el pi io de 3 experi
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fraccién FHS fué incubada como se indica en Material y Métodos con los siguientes
amoniguadares: MES (X----X); Bis-Tris (¥----+) (Tris-HCI {w--s). Se grafica e} promedio de 2

experimentos.

48



49

6.4, Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% y urea 7 M de productos sintetizados
por la DNA pol | de E.coli, utilizando como molde poli-dT. Efecto de la accién de RNasas
sobre el ceb f do poria p

Con el objeto de tener una evidencia mds de que se tenia una actividad de DNA primasa
que ia con la actividad de DNA poli 2, y de que sintetizaba oligo -[rA}r sobre un
molde de poli-dT, se utilizé6 una ia menos , que consistié en visualizar los
productos derivados de la accién de la DNA pol | en geles de poliacrilamida. En la figura 15, el
carril 1 representa el control positivo en el que la Pol | sintetiza DNA sobre el molde de poli-dT,
previamente cebado con oligo [dAk. En e! carril 4 el DNA (de alto peso molecular), que
sintetiza {a Pol | cuando el molde es cebado por la primasa de maiz; en los carriles 2 y 3 se
observa el efecto de la accion de RNasas (10 y § pg respectivamente), posterior a la

preincubacién de la primasa. En estos carriles di b! la 6n de
productos de sintesis de DNA por la polimerasa, esto como resp a la disminucién o
carencia de molde con cebador de RNA. E! carril 5 representa una reaccién en la que Pol | fue
incubada en presencia de molde no cebado. De esta se hace evidente la si is de

un cebador por parte de la primasa que coeluye con la polimerasa 2 de maiz.
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Figura 15. Efecto de la accién de RNasas sobre un dor pi do por la
primasa. D ion de los prod de i6n en un gel de pofiacrilamida al 7%, urea

7 M. Se preincubaron § ug de la fraccién 18 que eluyé de Mono Q HR 5/5 con ATP + poli-dT,

és de prei por 15 sep dié a inactivar con calor a la primasa como se
indica en Material y Mé posteri se tratd el molde de poli-dT (previamente
cebado), con diferentes concentraciones de RNasa y la reaccién procedié como se indica en
5.3.7.2. Carril 1, Pol | + Poli-dT-oligo [dA)s; 2, primasa + 10 ug de RNasa; 3, primasa + § ug de
RNasa; 4, DNA primasa sin RNasa; 5, Pol | sin oligo [dALs.

50



51

7. Discusion

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio [49,50], habian propuesto que la DNA
polimerasa 2 de malz se podria clasificar como una DNA polimerasa tipo a. En animales,

. y levadura, la DNA palh o . iada una actividad de
DNA primasa.
Para determinar si existia una actividad de DNA p que estuvies i con la

actividad de la DNA polimerasa 2 de maiz se procedié en primer instancia a establecer e!
ensayo para detectar la actividad de DNA primasa utilizando el molde ssDNA M13 mp8 (+); sin
embargo, la incorporacién de [’H-melll)-dTMP por la DNA polimerasa | de E. coli per se, sin la
adicién de ceb , fué relati alta cc da con la incorporacién que present6 ia
enzima con cebador formado por una primasa putativa; esto se debié probablemente a que se
estuviera formando en el molde una estructura tallo asa que le proporcionara un extremo 3'OH

a la pol |, o bien a la pi ia de fr i de DNA; después de varios
f se 6 el lado de M13. Es p ble que la DNA primasa requiera in vivo de
algun(os) factor(es) que se pierd la sep i6n cromatogréfica, lo cual podria

explicar la falta de reconocimiento de la enzima por este molde natural. Se probaron moldes
de DNA sintéticos como son el poli-dT y el poli-dA. Este Uitimo, como era de esperarse, no fue
reconocido por la DNA primasa de maiz. Con el molde de poli-dT si fue posible detectar
actividad de primasa, por lo que se utilizé para lograr una mayor purificacién de la enzima, asi
como para determinar las condiciones in vitro con 1as que fa enzima trabaja mejor. La DNA
primasa de maiz, al igual que 1a DNA primasa de trigo, puede incorporar dNTPs en lugar de
NTPs [43). EI hecho de que |a primasa utilice preferencialmente un molde pirimidico y no un
molde purinico concuerda con io reportado para todas las DNA primasas descritas hasta la

fecha [53].
Habiendo d i fas i i ias para medir actividad de DNA

primasa, se procedié a determinar si ésta coeluia con la DNA polimerasa 2 a o largo del
proceso de purificacion. En DEAE-Celulosa se han {ogrado diferenciar (al menos
cromatogréficamente), 3 actividades de DNA polimerasa. La actividad de la DNA primasa
coeluyd con la actividad de la DNA polimerasa 2 (DNA polimerasa tipo ), lo cual no implicaba
necesanamente que estas estuvieran asociadas, ya que en esta cromatografia las proteinas se
adsorben a la resina solo por la carga eléctrica neta; ello implica que la(s) enzima(s) tienen una
carga eléctrica neta negativa. Podria ser el caso de que tanto la DNA primasa como la DNA
polimerasa tuvieran la misma carga eléctrica; sin embargo, en la cromatografia en Heparina
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sefarosa, la actividad de DNA primasa coeluyd con la actividad de DNA polimerasa 2 a una
alta concentracién de NaCl, y esta resina, al pH utilizado esta cargada negativamente; en este

caso, es p que el plejo multip se adsorba a la resina por afinidad, ya que la

polianidnica confor ional de los grupos sulfatos se asemeja a los grupos fosfato
del DNA [54), lo cual sugiri6 que la actividad de {a DNA primasa estaba asociada con la de
DNA p Ap: a pesar de haber elufdo a una alla fuerza iénica, las
subunidades del plejo p primasa no se sep , ya que en la cromatografia de
exclusién molecular; Superdex 200, se observé que las aclividades de la DNA polimerasa y
primasa coeluyeron en las primeras fracci p! un peso molecular ap: de
450 Kda, lo cual concuerda con lo reportado por Coello et a/ [50). Con la cromatografia en
Mono QHR 5/5y la 6n de las i [ cr graficas al FPLC se logré

obtener una purificacion de la DNA polimerasa 2 de 8,710 veces que, comparada a la
anteriormente reportada por Coello ef al [50), fue superior en 3,000 veces. Debido a que e!
grado de purificacién de esta enzima se cuantifica de acuerdo a la actividad medible (marca
radiactiva incorporada), y a que la enzima es sumamente 4bil, la purificacién obtenida es

has veces una subesti i6n. Al | y hacer més eficiente la separacion, se evita el
desensamblaje atico o lquier otra que pudiera sufrir la enzima y por lo
tanto se puede medir un grado mayor de purificacién, La actividad de DNA primasa se purificé
132 veces en relacion a a actividad que eluyé de la cromatografia en DEAE-Celulosa, ya que
no fue posible determinar actividad de DNA primasa en el extracto crudo. interesantemente, si
se mide el grado de purificacién de la DNA polimerasa empezando desde DEAE-Celulosa, se
obtiene un valor semejante.

A pesar del grade de purificacién obtenido de la DNA polimerasa y DNA primasa, todavia
se observaron 14 polipéptidos en un SDS-PAGE teilide con plata; una réplica de las proteinas
de este gel fue obtenida en un filtro de Immobylon-P y tratada con e} anticuerpo policlonal

contra el jo de la DNA poli 2, el cual reconocié bandas semejantes a las

ya reportadas previamente por Coello et a/ [52]. EI mismo filtro de Immobyton fué tratado con
un anticuerpo policlonal dirigido contra la subunidad de 58 kDa de la primasa de levadura
(donado amablemente por el Dr. Paolo Plevani). El anticuerpo reconocié tenuemente una
banda de peso molecular de <58 Kda tanto en un control de extracto crudo de levadura como
en las fracciones con actividad que eluyeron de Mono Q HR §/5 (resultados no mostrados); es
probable entonces que ia DNA primasa de maiz comparta algunas similitudes estructurates
con la DNA primasa de levadura. Estos datos tendran que corroborarse.

La drastica disr ion de pi s sintetizados por 1a DNA pol | (ver fig. 15) en moldes
de poli-dT cebados con la DNA primasa de maiz, y posteriormente tratados con RNasa,
demostré que ta DNA primasa sintetiza cebadores de RNA que, cuando son tratados con
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RNasa, eliminan la posibilidad de que la DNA pol | tenga un extremo 3'OH sobre el que pueda

intetizar la cad p ia. LaDNA p i bad de RNA.
En la planta de maiz, los iones Mg™*, Mn"* y K’ se a una ion de =75,
6 y 200 mM respecti [56], val muy por encima de los calculados como

para que la DNA primasa trabaje in vitro con el molde de poli-dT. Sin embargo, se debe tener
en cuenta que la concentracién de iones en los diferentes organelos puede ser muy diferente
[57], y que es muy probable que la concentracién intranuclear de estos iones esté altamente

regulada.
La DNA primasa de maiz tiene isticas a la DNA pril de trigo,
que hasta ahora es la tnica que ha sido purificada a geneidad {43) y izada en

sistemas vegetales [44]); ambas utilizan eficientemente el molde poli-dT, no utilizan poli-dA,
utilizan Mg++ eficientemente a una concentracién de 2.5-8 mM, la temperatura éptima para el
ensayo es de 37 °C y son totalmente inhibidas a concentraciones mayores de 15 mM de KCl.
Sin embargo, bién existen isticas de la primasa de maiz que a distinguen de la de
trigo; concentraciones mayores de 0.2 mM de Mn++ son inhibitorias para la primasa de trigo,
mientras que el éptimo para la de maiz es de 0.8 mM; la primasa de maiz tiene un 40%
actividad a 10 °C, mientras que a de trigo es activa solo a temperaturas mayores de 25 °C.
Otro de los sistemas vegetales donde se ha rep fa izacién de una actividad de
DNA pri es en cloropl de chicharo [45), la cual presenta algunas similitudes con la
de maiz: utiliza eficientemente el molde de poli-dT, no asi el de poli-dA, 1a concentraciéon
6ptima de Mg++ est4 entre 8-12 mM, el pH 6ptimo esta a un valor relativamente muy basico: 2
8.5 y es inhibida por NEM. También se ha reportado una aclividad de DNA primasa de
chichare que coeluye con un complejo multiprotéico de alte peso molecular, similar al de la
DNA polimerasa « [46); sin embargo, esta actividad no fue caracterizada. En la tabla 6 se

algunas {sticas de las DNA pri izadas en
asl como también de la primasa de ratén y levadura
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Tabla 8. Cuadro comp. o de las propi de al, DNA pril aisiadas a partir de

diferentes fuentes’.

Fuente NEM? pH Mg++(mM)  Mn++(mM)  KCI(mM) T°C
Malz® si 8.5 8 08 15 37
Trigo* NR 8 5 0.2 NE. 37
Chicharo® sl 8-8.5 8-12 N.R. 50 a7
Raton® Si 7.6 215 N.R NE. 37
Levadura’ si 8.0 4-10 N.R. N.E. a7

N.R.=No reportado.

N.E.=No estimula,

'Condiciones en las que se obsarva mayor actividad de DNA primasa,
2Inhibicién mayor de 75% a una concentracién de 5-10 mM.
ICaracterizada en el presente trabajo.

“143,44),%(45), °(381, '(32).

Como se puede observar en la tabla anterior, existen varias caracteristicas similares en
cuanto a requerimientos bioquimicos de las DNA primasas de maiz con respecto a primasas

de otros organismos.

Este trabajo forma parte de un proyecto general en el que se busca conocer a las DNA
polimerasas que participan en la replicacion del DNA en plantas. Después de la DNA
polimerasa, la DNA primasa es la segunda enzima clave en la replicacién del DNA {53), porlo
que serd necesario saber cuantos polipéptidos la forman (si mas de uno, como sucede en

eucariontes) y como Se acopla su actividad a Ja DNA polimerasa con la que se asocia (lipo a).
A futuro se trataran de responder estas preguntas, a la vez que se tratars de encontrar el (los)

gene(s) que la codifica(n).
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8. Conclusiones

8e logré b las
primasa, teniendo como nolde poli-dT.

minimas de dicién de fa ividad de DNA

Este es uno de los primeros estudios en sistemas vegetales en que se correlaciona una
actividad de DNA primasa con una DNA polimerasa.

La DNA polimerasa 2 de maiz i jada a la ividad de DNA
primasa
En base a datos previos y a su iacién con la acti de DNA primasa, se aporta

una fuerte evidencia de que la DNA polimerasa 2 de malz es una enzima tipo a.
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