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INTRODUCCION.



LA SEMILLA DE MAIZ.

La semllla es el éwulo fecundado de una planta anglosperma,
en el cual se restablece la diploidia y funciona como el érganc de
dispersion de la especie asegurando su reproducclén (Fahn,1978).

Dentro de las anglospermds se encuentran las plantas
monocotlledoneas, due presentan una hoia embrionarla y las
dlcotileddneas, las cudles presentan dos: esta clasificacion esta
basada en el wnumero de cotlledones, que son las fhoias
embrlonarlas de la semilla (Raven, 1992).

En la gran wmayoria de las sewillas waduras de las
anglospermas encontramos tejidos vivos y felidos muertos; entre los
tefldos wmuertos se pueden considerar los siguientes (Bewley y
Black, 1994). Ver figura 1:

La testa es la cubierta de la semilla, y se forma a partir de
los tegumentos. En el caso del maiz se presenta como una pelicula
muy delgada a la que también se le denomina pericarpio.

El endospermo es el teiido nufritivo, se forma en el saco
embrlonario y se conserva en la semilla madura como telldo de
reseyva para el desarrollo del embridn.

El escutelo que en el maiz constituye el unico cotlledén (hoia
embrionarla), que actua como érgano de succion en favor de la
nutriclon del embrion durante la germinacion.



Entre los telldos vivos de la semilla se pueden considerar:

la capa de dleurona que es und capa de células que
delimitan al endospermo, y su funcion principal durante la
germindgcion es la de secretar protedsas y amilasds que ayudan a
la movllizacion de nutrientes desde los teiidos de reserva fhacia el
embrion en desarrollo,

Ll embrion o ele embrionario es el esporofito Joven
parclalmente desarrollado (Fafn, 1978). Estd constltuido por el
coledptllo gque es la estructura que dloia a la plumula (primeras
foias verdaderas), que juntos constituyen al meristemo apicdl, el
cual formarad la parte aérea de la planta. También se distlnguen la
coleorriza que envuelve a la cofla (primera raiz) y juntos
constituyen al meristemo radlcular; estas estructuras dardn origen
al sistema radlicular del nuevo individuo.



Pericarpio |

Alewrona —
Endospermo

Escufelo

Coleoptilo
Plamula

Radicula —

cofia —

Coleorriza

Figura 1. Sewilla de Maiz



GERMINACION DEL MAIZ:
ASPECTOS BIOQUIMICOS.

Después de que el embrién se ha terminado de formar las
células suspenden su division celular y atenuan su actividad
metabdlica entrando a un estado de latencia que dura hasta que
la sewllla germina (Bldwell, 1979). Cuando la semllla se encuentra
baio condiclones favorables de luz, temperatura y humedad, el
embrion reanuda su actlvidad metabdlica.

En nuestro grupo deflnimos a la germinacion como un
proceso por el que las semlllas cambian de un estado metabélico
virtualmente detenido a uno muy activo en el que se desencadena
la proliferacion celular (Vdzquez-Ramos, 1992).

Los fenomenos bloquimicos o wmoleculares ocurridos durante
la germinacion pueden dividirse en (Bewley y Black, 1994; Mofr,
1995):

1. Eventos tempranos, en los cudles estdn involucrados, la
fldratacion celular, la sintesis de proteinas, de RNA y de
ATP, asi como reparacion de DNA.

2. Eventos tardios o secundarlos como son expansion celular,
movllizacléon de reservas y duplicacion de DNA,



Dentro de los eventos involucrados en la germinacion, el
proceso que mds nos Interesa en este trabaio es la sinfesis de DNA,
ya sea del tipo reparativo o del tipo replicativo, ya que el presente
frabaio se enfoca a las enzimas que sinfetizan al DNA : las DNA
polimerasas.

Sintesis de DNA: la sintesis de DNA es un proceso que ocurre
poco flempo después de la entrada de agua a la semillas
(Vdzquez-Ramos y Osborne,1986: Zarain et. al,1987; Zlatanova et,
al., 1987 Baiza et. al..1989) y es un requisito indispensable para
que la division celular suceda (Bewley y Black, 1994).

En el maiz, dentro de los varios eventos metabodlicos que se
disparan durante la imbiblcion de la semilla, se ia observado que
existe sintesls de DNA desde los prlmeros wmlnutos de la
germinacion, Datos de nuestro grupo fan sugerido que en maiz no
existe sintesis replicativa durante Ias primeras fhoras de la
germinacion. Los resultados obtenidos en investlgaclones sobre la
naturaleza y localizaclon de la  sintesls del DNA en etapas
fempranas de la germinacion de maiz en nuestro laboratorlo dan
una fuerte evidencla que el tipo de sintesis de DNA nuclear durante
las primeras horas de germinacion es de tipo reparativo, esto se
demostrd por la recuperacion del peso molecular del DNA sequn
franscurre el tiempo de germinacion en células de eles
embrionarios de sewillas de maiz tanto control como deterioradas,
en donde se demostro también que no existe duplicacion de DNA
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en los primeros momentos de la germinacion. (Meléndez et. al.,
1990).

DNA POLIMERASAS: GENERALIDADES.

La busqueda de una enzima que sintetizara el DNA fue
iniciada por Arthur Kornberg en 1955 su trabaio permitio la
purificacion y caracterizaclon de una ONA pollmerasa de
Escherichia_coll, una enzima que tiene un solo polipéptido y que

actualmente es denominada DNA polimerasa | (Lefninger et, al.,
1993). Los estudios redlizados por Kornberg iniciaron la
investigacion para dllucidar los mecanlsmos de dccion de estas
enzimas tan importantes. A la fecha, en sistemas procdriontes ya
se fan caracterizado a las DNA pollmerasas responsables de la
sintesis replicativa y reparativa, En eucariontes la investlgacién se
fa dirigido fundamentalmente a sistemas animales wds que a
plantas, utilizando en muchos casos al virus 5V40 como modelo de
duplicacion in_vitro,

Las DNA polimerasas son las enzlmas que se encargan de la
sintesis de DNA; la redcclon que catalizan es la incorporacion de
desoxinucledtidos  monofosfato  (dNMPs) en  direccion  5'—3"
utilizando las cadenas parentales de DNA como wmoldes. Estas
enzimas utllizan desoxinucledtidos trifosfatados (dNTPs) como
sustrato liberdndose pirofosfato en la reaccién, y al mismo fiempo
se forma el entace fosfodléster entre el ANMP y el extremo 3°0H del
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nucleosido precursor.
La reaccion geweral catalizada por la DNA polimerasa es:
(ANMP), + dNTP & (dNMP),..y + PPy

Wna regla bdsica para la duplicacion de DNA es que la DNA
polimerdsa no puede comenzar la sintesis en ausencia de un
cebador (Kornberg y Baker, 1992). Durante la duplicacion del DNA
in_vivo el cebador es una secuencia corta, generalmente de RNA
(15-50 nucledtidos de longitud) que se dparea con la cadena de
DNA y provee un extremo 3'0H libre en el cual la DNA polimerasa
comienza la sintesis de una cadena de desoxiribonucleoctidos

(Lewin, 1994): sin embargo, in vitro un cebador puede origindrse

por diversas causas (Lewin, 1994):

1. Se pueden generar rupturdas en el DNA de cadena doble
por medlo de la actlvidad de una endonucleasa y quedar un grupo
3'0H libre en dlguna de las cadenads. La estructura de doble
cadena con el corte resultante puede ser reconoclda por algun tipo
de DNA polimerasa y desde el punto de corte iniciar la
incorporaclon de dNTPs,

2. Puede haber formaclon de estructuras secundarias en el
ONA  parental, que pueden originarse por apareamiento
Intracatenario en wmoldes lineales de cadena sencilla, deiando un
extremo 3'0H libre que puede ser reconocido por la DNA



polimerasa como un cebador,

En procariontes, especificamente en E._coll otra importante
funcién del cebador radica en que brinda a la DNA polimerasa la
capacidad de autocorreccion, es decir, la enzima detecta mediante
contactos fisicos en la doble cadena, errores debidos a un mal
apareamlento de badses, Cuando esto sucede, el sitio catalitico
pierde aflnidad por la cadena que se estd sintetizando y presenta
actividad de exonucledasa en direcclén 3'»5' para corregir los
errores. Este mecanismo evita que la Informacién genética sea
alterada durante la replicacion del DNA,

ln_vivo, tanto ewn procariontes como en eucariontes el
cebador es sintetizado por ewzimas llamadas DNA  primasas
(Leninger et. al, 1993): en el caso de eucarlontes la enzima estd
asoclada a la DNA polimerasa a. €n plantas, especificamente en
maiz se Ma reportado dctividad de primasa para la DNA
pollmerasa 2, una polimerasa tlpo o (Garcia, 1995).

La actividad de las DNA polimerasas se puede generalizar en
los siguientes puntos

e Las DNA polimerasas son dependientes del uso de un
molde, ya sea natural o artificial, para ambos moldes es necesarla
la presencia de un cebador para que puedan ser susceptibles de
duplicacion por una DNA polimerasa.



o La polimerizacion consiste en la adicion sucesiva en
direccion 5' — 3' de nucledtidos activados, los cuales presentan un

grupo trifosfato en el extremo 5°,

oForman un evlace fosfodiéster, que une al mondmero con la
cadena, catalizando la reaccion de un ataque wucleofilico del
grupo 3' OH libre del cebador @ un dtomo de fosforo en posicion
alfa del mondwmero activado con la eliminacion de su pirofosfato

terminal (los dtomos de fésforo en posiclon B y y).

o Lla polarldad de la cadena recién sinfetizada es
antiparalela y complementaria al molde.

e Se requlere del correcto apareamiento de las bases
Adenina-Timina (A-T) y Guanina-Citocining (G-C), en el caso de no
darse tal apareamiento, puede haber una actividad de exonucleasa
en direccion 3’ =5' en la wisma DNA pollmerasa como es el ¢aso
de la DNA polimerasa | de E. coll,

o La procesividad, es la sucesion de pdsos de polimerizacion
sln que ocurra la liberacion de la enzima del molde; una polimerasa
que se dlsocla después de la adicion de cada wnucledtido puede
requerlr de proteinas auxiliares que le conflera procesividad in
vivo; tal es el caso de la subunldad B de la DNA polimerasa IIl
holoenzima de E._coli 6 PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)

gue se dsocia a la DNA pol 8 de animales,

10



o Cualquier secuencla en la fhebra wmolde se copiard sin
preferencia particular o especificidad, siempre y cuando posean la
misma estructura secundarla, ya que la especificldad en cuanto al
lugar y tlempo en el que inicia la duplicacion no estd controlada
por las DNA pollmerasas sino por el primosoma.
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CLASIFICACION DE LAS DNA POLIMERASAS.

Las DNA polimerasas en eucariontes se Aan claslficado segun

sus caracteristicas y su respuesta o comportamlento a diferentes

sustancias como infibidores, sales, substratos, etc. A continuacion

en la tabla 1 se enumeran los inalbidores was usados en la

caracterizacion de las DNA polimerasas y su wmecanismo de

inaibicion,

AFIDICOLINA

Fuerte competidor de la incorporacion de dCMP
y de dTMP y menos competltivo de dAMP y
dGmpP

N(2)-(Butilfenll) dGTP

(BuPdaGTP)

Andlogo de dNTPs, altamente selectivo de DNA
pol o

Didesoxi nucieotidos

trifosfato (ddNTP)

Andlogos de dNTPs, no tlenen un grupo 3'OH
libre, bloguean 1a polimerizaclén

N-efilmaleimida (NEM)

Nacl

Blogueador de grupos suiffidriio

enzimas

Tabla 1.Algunos infibldores de las DNA polimerasas de Eucarlontes.
Basada en Kornberg y Baker, 1992
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En sistemas animales, los diferentes tipos de DNA polimerasas
caracterizados hasta ahora son los siguientes (ver tabla 2) .

La DNA polimerasa o es esenclal para la duplicaclon; estd
constitulda por 4 subunidades, un nucleo catalitico de
aproximadamente 170 KDd, 2 subunidades con dctividad de
primasa de 50 y 60 KDa y un polipéptido adicional de 70 a 75
KDa de funcidn desconocida. La enzima de células Hela parece
contener dctividad de exonucleasa 3'— 5. Es sensible a la
dafidicoling y al dGTP butiifenil pero no a didesox!-NTPs, Al parecer
estd Involucrada en la sintesls de la cadena discontlnua (Kornberg
y Baker, 1992).

La DNA polimerasa B estd involucrada en reparacion del
DNA pero no en su duplicacion; esta enzima esta constitulda por
un polipéptido de 36-38 KDd, no tiene dctividad de exonucleasd,
no es afectada por los mismos infaibidores que afectan a la DNA
polimerasa o, pero es sensible a didesox|-NTPs (Kornberg y Baker,
1992),

La DNA pollmerasa & iuega un papel muy importante en la
duplicacion, es altamente procesiva en presencia de PCNA, que es
una proteina auxiliar en la duplicacion de DNA, Esta polimerasa
contlene una actlvidad de exonucleasa 3' - 5' y carece de
actividad de primasa; es menos sensible a dGTP butilfenil que la
DNA polimerasa a. Se ha sugerido que esta enzima es ia que

13



sintetiza la cadena continua (Kornberg y Baker, 1992).

La DNA pollmerasa ¢  dparentemente actua en los
mecanismos de reparacion, no es dependiente de PCNA, tienc
actividad de exonucleasa 3' — 5', carece de actividad de primasa,
contlene una fraccién pollpeptidica de 215 KDa y probablemente
und de 55 KDa (Kornberg y Baker, 1992).

La DNA polimerasa y es una enzlma witocondrial, tiene una
subunidad catalitica de 125 KDa con dctlvidad considerable sobre
moldes de RNA, tiene un polipéptido de 35 KDa de funcion
desconocida y tlene funcién de exonucleasa 3' — 5' . Es infibida
por agentes bloqueadores de grupos sulffldrilos y ddTTP, y es
insensible a la afidicolina (Kornberg y Baker, 1992).

tn plantas se fan reportado tlpos similares de DNA
polimerasas, dunque solo en dlgunos cdsos las enzimds han sido
altamente purificadas, por elemplo:

Se ha reportado una DNA pollmerasa tipo o de aparente
alto peso moleculdar, entre 100 y 200 KDd, que puede ser inhibida
por NEM y dfidicolina (Litvak y Castrovielo, 1987). En trigo se ha
reportado que existe una DNA polimerasa tipo o que trabaia
eficientemente con el molde de polirA-dT cuando se baia la
temperatura de incubdcion o cuando se utiliza algun agente que
estabiliza el complelo cebador-molde, mientras que en animales la
DNA pol o no utfiliza este molde (Litvak y Castrovieio, 1987). En

14



maiz se reporté una DNA polimerdsa tipo o a la que se le
denomind DNA pol 2 (Coello et. al. 1992) la cual presenta
actividad de primasa (Garcia, 1995).

Existe una DNA polimerasa tipo .p ew trigo, al parecer tiene
un peso wolecular de 50 KDa, es infiibida por dltas
concentraciones de NEM, dparentemente tiene actividad reparativa
aungue todavia wo se fa comprobado. Se Aa reportado que la
actividad de sintesls reparativa inducida por Iuz UV en
protoplastos de Nlcotiana_silvestyis es resistente a la afidicoling,

por lo cual wo pudo faberse llevado a cabo por una DNA
polimerasa tipo a. DNA polimerasas semeiantes se han encontrado
en chicharo, tabaco y trigo ( Litvak y Castrovielo, 1987).

La DNA pol tipo 8. se ha reportado en trigo y aparentemente
tiene varlas similltudes con la de animales tales como su respuesta
a Infibldores, la especlficidad por el molde, estimulacion por PCNA
asi como una actividad de exonucleasa 3'— 5' (Castrovieio et. al.,
1990),

La DNA polimerasa de cloroplastos comparte con la DNA
polimerasa y wmltocondrial de anlmales las  siguientes
caracteristicas: su preferencia por el uso de moldes de polira-dT,
una concentraclon optima de manganeso O.1-1mM, asi como un
optimo de KCi 100mM, pH de 8-9, tamaio de 105 KDa, resistencia
a la afidicollna y sensibilidad al NEM (Kornberg y Baker, 1992), Al

15



parecer en plantas también existe un tipo de DNA pol y que tiene
asociada una actividad de primasa. ya que en trigo hay evidencia
de que la DNA pol A (tipo ) es capaz de iniclar la sinfesis de DNA
en ausencia de un cebador exogeno. (Litvak y Castrovieio, 1987).
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Pollmerasa

Mamferos

Levaduras POL | POL W

Gen De Pol 1 Pol 3 Pol 2 Mip1
Levadura (Cdc 17) (Cdc 2)

% .

i ALK
Nativo 150 170

TR T30 T T o

Subunidad 165-180 125 215 36-38 160-300
Catalitica

Otras 10,50,60 48 55 No Tlene 45, 47
Subunldades

Localizaclén Nucleo Nucieo Nucieo Nucleo Mitocondrlai |
Exonucleasa No Si ]
35

Primasa

Respuesta a

Factores
Auxiliares de a
Respuestd a No sl No No No
PCNA
Molde Preferldo  fuecos PoildA-  PolidA-  fAuecos  Polira-oligodT
oiigodT oligodT
Cation Divalente Mgt Mg’ Mglt Mgl /mntt Mglt/mn?
Procesividad Bala Alta Aita Bala Alta
Fidelidad Alta Alta Alta Bala Alta
P AR, B 3
Nacl 0.15M Fuerte Fuerte Fuerte No No
Afldicolina Fuerte Fuerte Fuerte No No
NEM Fuerte Fuerte Fuerte No Fuerte
Butlifenli DGTP 1pM 100 M 100pM 100 pM No Inflbe
Didesoxy-Ntp's No Débil Débl! Fuerte Fuerte
duplicacidn 51 sl St NO Si
Reparacion NO 51 No

TABLA 2. Caracteristicas de las DNA polimerasas descritas en
animales. (Kornberg Baker,1992)
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TIPOS DE MOLDES.

Como ya se explico anteriormente, las DNA polimerasas
requleren de cadenas de DNA pdrentales para sintetizar DNA
nuevo; los moldes que utilizan estas enzimds pueden ser naturales
o sintéticos, los moldes naturales pueden ser

1.-DNA de cadena sencilla el cual es caracteristico de
algunos virus que presentan DNA linear o circular, A estos tipos de
DNA Viral fos duplica la maquinaria de duplicacion de la célula

fospedera.

2.-DNA de cadena doble, presente en todos los procarlontes

Y eucdriontes.

En cuanto a los moldes sintéticos, generalmente son cadenas
largas no ramificadas de polinucledtidos, que pueden ser de
cadena doble o sencilla; en el caso de que sean de cadena senclita
estan cebados por un oligonucledtido corto, que contiene la base
complementaria del polinucledtido.  Estos pollnucledtidos estdn
constituldos por dalguna de las cuatro bases, por lo que se
encuentran pollda, polidC, polidG ¢ polidT (Kornberg y Baker,
1992).

18



Los tipos de woldes se pueden clasificar con base en su
susceptibilidad de duplicaclon segun lo propuesto por Koruberg y
Baker, 1992( ver fig. 2):

DNA intacto de doble cadena: el DNA de cadena doble
circular covalentemente cerrado o tlene extremos 3'OH llbres, por
lo que es un substrato Inerte para todas las DNA polimerdasas; es
decir. no es un molde que se pueda replicar debido a la ausencia
de un cebador; sin embargo, no es un substrato inerte para una
RNA pollmerasa o una DNA primasa ya que éstas no requleren de
un extremo 3'OH libre para poder iniciar la sintesis de un cebador
o de und cadena de RNA,

DNA de cadena doble con cortes: el DNA de doble cadena
Intacto puede ser activado como un wmolde-cebador para DNA
polimerasas por incislones en una sola cadend, provocadas por
una endonucleasa, como por eiemplo la DNAsa pancredtica de timo
de ternera, la cual produce extremos 3'OH libres intercalados en
ias cadena tratadas con esta endonucleasa.

DNA de cadena doble con huecos: este tipo de DNA es el
mejor molde para wmedir dctividad de DNA pollmerasa In_vitro,
cuando se Introducen fuecos cortos, por eemplo por la
exonucledsa lll, la cual degrada pequenas porciones de una de las
cadends de |a estyuctura de cadena doble en direccion 3'-5' .
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DNA de cadena sencilia: el DNA de cadena sencilla es inerte
como wolde ya que no posee un extremo 3'0H libre, al menos que
presente reglones de cadena doble en los extremos que funcionen
como cebadores. Para activar a un molde de cadena sencilla se
agrega un oligonucledtido que tenga las bases complementarias al
molde de cadena sencilla que se desea activar. Al cebar un DNA de
cadena sencilla se puede obtener un molde dactivo para algunas
DNA polimerdsas.
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Juegos de molde-cebador y su uso por pol | de €. coll
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Figura2. Diferentes tipos de woldes utilizados por las DNA
polimerasas (Kornberg y Baker, 1992),
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ANTECEDENTLES
INMEDIATOS.



Wna de las lineas de investigacion en nuestro laboratorio fa
sido la purificacion y caracterizacion de las distintds DNA
pollmerasas presentes en ejes embrionarios de maiz,

El presente trabaio se fundamenta en los estudios mds
reclentes sobre estas enzimas. Iniclalmente se purificé y caracterizo
a una DNA polimerasa presente wmayoritariamente a las 3 y 24
foras de germinacin la cual seguia un comportamlento similar al
de la DNA pol o de animales en cudanto a su respuesta a
infiilbidores, pHs y cofactores (Vdzquez y Vdzquez-Ramos, 1988).
Posterlormente, para obtener a esta enzima con una mayor pureza
se camblé el esquema de purificacion fraccionando un extracto
crudo de ejes embrionarios de wmaiz embebidos por 24 fhorads
pasandolo a través de una columna de DEAE-Celulosa eluyendo
con un gradiente de fosfatos de 40 a 400mM como prlmer paso de
purlficaclén. En el perfil de elucién se detectaron 3 plcos con
actividad de DNA polimerasa; a estas enzimas se les denominaron
DNA pol 1,2 y 3 segiin su orden de elucion (Coello et al,, 1992).
Sigulendo este esquema la DNA pol 1 se purificé posterlormente
unas 5000 veces. tsta enzima fue estudiada determinando las
condiciones optimas de actividad de poiimerasa medlante la
incorporacién de timidina->H a DNA activado de timo de ternera. Ei
pH optimo de catdlisis es de 7-7.8, la temperatura optima es de
30-38°C, la concentracion de Mg’ como cofactor es de 5-10mM,
La actividad enzimdtica es inflbida por NEM, dTTP y dfidicolina en
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menor medida, mientras que es estimulada por DMSO (Garcia,
1991). Esta enzima presenta caracteristicas que la clasificarian
como una polimerasa de tipo § (Garcia ef. al. 1996, en prensa)

La DNA pol 2 ha sido la enzima meior caracterizada, ya que
se logré purificar alrededor de 5000 veces en cudtro pasos
cromatograficos. y se establecieron las condiclones dptimas de
dctividad. Esta enzima requiere de Mg** como cofactor, el pH
optlmo de catdlisis es de 7 y la temperatura éptima es de 30-37°C,
la actividad enzimdtica es estimulada por K™ y es medianamente
infilblda por afidicoling, NEM y ddTIP, presenta una wasa
molecular de aproximadamente 450kDa la cual fue calcuiada por
western blot, utilizando un anticuerpo policlonal contra pol a de
Himo de ternera, los resultados obtenidos suglrleron que esta
enzima forma un compleio multiproteico (Coello,1992), La DNA pol
2 de maiz se contlnué caracterlzando, midiendo la procesividad de
la enzima, la cual colncldio con la reportada para la DNA pol o de
anlmales (Coello & Vdzquez-Ramos, 1995). También se ficieron
experimentos de inmunopreclpitacion con el anticuerpo contra pol
o de animaies en fracciones con actividad de pollmerasa, donde se
logré una inmunolnfibicion de hasta el 75%. Todos estos datos
demostraron que la DNA pol 2 de maiz es una enzima tipo a y por
lo tanto debe estar Iinvolucrada en la duplicaclon del DNA,
Posterlormente se obtuvo un anticuerpo poiiclonal contra esta
polimerasa de maiz, el cual reconoce slete subunidades; al realizar
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los experimentos de inmunodeteccion se reconocié una subunidad
de 90KDa, la cual se demostrd por medio de geles de actividad que
es el polipéptido que posee la dactividad catdlitica. Este anticuerpo
no tuvo wingun efecto sobre las DNA pol 1 y 3 (Coello et. al.,
1994), Posterlormente se encontro que junto con la actividad de
polimerasa de esta enzima coeluia una actividad de primasa, la
que se caracterizd, estableciendo las condiclones optimas de
actividad (Garcia, 1995). Este trabaio corrobord que la DNA
polimerasa de maiz es una.enzima de tipo o, replicativa y que con
ella se debe Iniciar la sintesis de DNA, ya que tiene la capacidad
de sintetizar su proplo cebador de RNA.

la DNA pol 3 de wmaiz no se fa estudiado de manera
profunda, ya que se encuentra en menor proporcion a las otras
dos y presenta una gran Inestabilidad aun a 4°C: algunos datos
sugleren que puede ser de tipo reparativo (Garcia ef, al. 1996, en
prensa)
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OBJCTIVOS.



OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar a las DNA polimerasas 1,2 y 3 de ejes
embrionarlos de semlllas de maiz embebidos 24 foras, por medic
del uso diferenclal de woldes de DNA tanto naturales como
sintéticos, A futuro se pretenden ensayar condiclones balo las
cuales distintas comblnaciones de DNA polimerasas puedan
sintetizar DNA eficlentemente.

ORJETIVOS PARTICULARES:

oPurificar parclalmente a las DNA polimerasas 1,2 y 3 de
maiz mediante la metodologia ya reportada,

sComparar la actividad de las DNA polimerasas 1,2 y 3 para
cada tipo de molde,

oFliar las condiclones optimas de actividad de ias diferentes
polimerasas sobre los dlstintos moldes, con el propésito posterior
de establecer un slstema de duplicacién tn vitro.
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MATERIALES Y
METODOS



Material bioldgico: las semillas de waiz (Zea wmays L)
utilizadas fueron variedad Chalgueno con un 99% de germinacion,
las semlllas fueron obtenidas de productores del Valle de Chalco.
Los eles embrionarios fueron extraidos a mano y se almacenaron d

4' C fhasta su utilizacion,

Imbiblcion de eles embrionarlos: los ejes  fueron
desinfectados en una solucion de fipoclorito de Sodio al 0.5% por
5 min. posterlormente se lavaron con agua desionizada estérll 3
veces, se les quitd el exceso de agua con un papel filtro Whatman
No.1, se pusleron a imbibir en un wmolde refractario con papel
Whatman No. 1 con una solucion que contenia: tris-HCl 50mM pH
7.6, KCI 50mM, MgCl; 10mM, Sdcarosa 2% y cloranfenicol 10uM.

Obtenclén del extracto crudo: los eles embrionarios (10 gramos) se
fiomogenaron con 2.5 volitmenes de buffer que contenia tris-HCl
40mM pH 7.6, KCl 15mM, 2-mercaptoetanol 1mM, sacarosa 0.25M,
MgCl; 1mM, KH,PO, /K;HPO, 40mM Y una tableta ql;le contiene una
comblnacion de infibldores de proteasas, COMPLETE de Boefiringer
Mannfieim; se fomogend tres veces por 30 sequndos en un politron
PCU-2.

1.El fhomogenado se centrifugd a 10'000 r.p.m, por 10 min,
se guardo el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en 10 wl
aproximadamente de buffer de fomogenado y se homogenod en el
polltron, se centrifugo otra vez a 10,000 r.p.m. por 10 min,
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2 los sobrenadantes se juntaron y se centrifugaron a

12,000 r.p.m. por 15 min en und centrifuga Sorvdll Super T 21,

3. tl sobrenandante se centrifugo a 40,000 r.p.m. durante
2.5 0 en una ultracentrifuga Sorvall Uitra PRO 80.

4. Se preciplté el sobrenadante con protaminag al 10% (10ul/

wl) durante 30 min.

5. £l sobrenadante se centrifugé a 10,000 r.p.m. 15 min,
Todos los procedimientos se realizaron a 4°C.

Purlficacion de las DNA polimerasas: en la purificacion de las
enzimas se utllizé un  FPLC  (Fine Performance  Liquid
Chromatography) de Pharmacia; el extracto crudo obtenido se
cargd a una columna de intercambio idnico DEAE- Sephacel de
aproximadamente 30wl de volumen de cama, la cual se lavo con el
buffer A que contenia fosfato de potasio 40mM a pH 7.6, EDTA
IMm, glicerol al 20%, benzamidina 1wmM, 2-mercaptoetanol 1mm;
el buffer B contenia lo mismo que el A pero el fosfato de potasio se
encontraba a una concentracion de 400mM. La columna se
equillbro previamente con buffer A, con este buffer se lavd la
columna con dos volumenes de cama y posterlormente se le aplicé
el gradiente con el buffer B hasta que se lavara dos volumenes con
el buffer B al 100% dando un gradiente de concentracion de
fosfatos de 40 a 400mM, para despegar a las proteinas que se
quedaron.unidas a la matriz. tas fracciones que tuvleron actividad
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de cada enzima (por separado) se wezclaron y las diferentes
fracciones se cargaron a und columna de dfinidad Heparing-
Sepharosa: ésta columna tlene un volumen de cama de 1wl y se
utilizé con los buffers C y D; el C contenia lo mismo que el A pero
también incluia NaCl 0.5M, wientras que el buffer D contenia NaCl
1.5M. La columna se lavd con clnco volimenes de buffer C y las
profeinas que se quedaron unidds a la matriz se eluyeron con un
gradiente de 0.5 a 1.5M de NaCl. Las fracciones que eluyeron de
feparina y que tenian actividad se cargaron a una columna de
exclusion wolecular Superdex 200. Esta columna tiene un volumen
de cama de 120wl; para esta columna se utilizo el buffer E el cual
contenia 1o mismo que el A pero a diferencia de este ultimo
contenia NaCl a 50mM, ia columna se equilibré previamente en
buffer £, antes de cargar las muestras se concentraron en tubos
centricon AMICON de corte molecular de 10 KDa en una centrifuga
intermedia a 4,000 r.p.m, durante 4.5 f; la muestra se eluyé en
esta columna con 1.5 volumenes de cama. El ultimo paso de
purificacion fue otra columna de Intercambio ionico pero que fue
Movo Q con volumen de cama de 1ml; la columna se lavé con clnco
volitmenes de cama con solucion C y después se hizo un gradiente
de 0.15 a 1.5 M de NaCl para despegar a las proteinas que se
quedaron unldas. Las fracclones con actividad fueron almacenadas

a -20° C fasta su uso.
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Cuantificacion de Proteinas: se estimo la concentracion de
las proteinas en las frdacclones que presentaron actividad de
polimerasa por el método de Bradford: se utilizo este wmétodo
porque su sensibilidad es de 0.2-20 pg aproxlmadamente; ademds
de su sencillez.

El reactivo de Bradford se preparéd de la siguiente manera:
500mg de Azul de Coomasle G, dcido perclorico 0.6N en 1 litro de
agua desionizada (Stostcheck, 1990).

Para medir la concentracién de proteina, la metodologia
utllizada fue la slguiente :

1 Se utllizé tml del reactivo de Bradford y 50 pl de NaOH
IN por cada tubo y se mezclo bien.

2. Se le anadieron 10-15 pl de muestra.
3. Se ncubaron las muestras 5 min a temperatura amblente

4, Se wmldlo la absorbancla a 590 vwm en cubetas de
poliestreno.

5. Se reallzé una curva patrén de albumina sérica bovina de
O'1 5“q.

Ensayo de DNA pollmerasa; la reaccion se llevé a cabo en un
volumen total de 50 pl, La mezcla de reaccion contenia: tris-HCl
50mM pH 7.6, KCI 15mM, MgCl; 8mM, 2-mercaptoetanol 0.4mM,
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Glicerol 5%, desoxiribonucledtidos O.tmM, ATP 1mMm, dTTP “H
5pCu/wml, DNA dactivado de fimo de ternera 5pg/ensayo; esta
mezcla de reaccién se utilizé como control positivo, Para los
ensayos con los moldes sintéticos se utilizaron dos concentraciones
diferentes de MgCl, que fueron 8 y 20mM asi como de MnCl; que
fueron 0.8 y 2mM, los moides sintéticos utilizados fueron polida-
oligodT de Phdrmacia y polira-oligodT de Boefiringer Mannheim a
20ug/ml (Coello, 1994). Los moldes naturales utilizados fueron:

a) DNA circular de cadena sencilla de ¢x-174 (Gibco) a una
concentracion de 0.15 ug por ensayo, el cual se utilizé
cebado y sin cebar, el cebador utilizado fue un Random
Primer de Gibco (para cebar al DNA de cadena sencilla se
calenté a 85°C, se agregé el Random Primer y se Incubé
durante 5min, se deid enfriar a temperatura ambiente).

b) DNA activado de timo de ternera desnaturalizado
(calentdndolo a 85°C durante 5 wmin y enfridndolo
nmediatamente a 4°C),

c) DNA de timo de ternera no dactivado (no tratado con
endonucleasa).

Se Incubaron de 2-5ug de ewnzima en 40 ul de mezcla de
reaccion a 37°C durante 30 wminutos, 1a reaccion se detuvo con 50
ul de DNA de esperma de salmén y 1ml de TCA (dcido
tricloroacético) al 10% frios, se incubo 15 winutos en fielo,
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posteriormente la mezcla se filtro al vacio en filtros de fibra de
vidrio Whatman GF/C, los cuales se lavaron con 2wl de T1CA al 10%
y tml de etanol al 96%, estos filtros se secaron en una estufa a
70°C durante 15 win y posterlormente se colocaron en frascos
viales que contenian liquido de centelleo (0.1g de 2,2-p-fenilen-
bis(5-feniloxazol) mds 5¢g de 2,5-difenlloxazol disueltos en un litro

de tolueno) y se confaron en un contador de centelleo.

Activacion del DNA de timo de ternera; se disolvieron
0.5mg/ml de DNA de timo de ternera en una solucion de albiming
serica bovina 0.5mg/ml , tris-HCl pH 7.4 10mM y MgCl, 5pM. Este
DNA disuelto se fizo reaccionar con 1pg/ml de DNAsa | (Gibco). Se
incubd durante 15 minutos a 37°C y se detuvo la reaccion a 77'C
durante 5 minutos, después se pdso a un bano de hielo.

Ensayo de primasa: se widlo actividad de primasa de
manera indirecta utilizando como moldes el DNA de ¢X-174 o
PolidT sin cebador, en una mezcla de reaccién que contenia tris
50mM pH 8.2, MgCl,  8mM, KCI 15mM, Glicerol 5%, 2-
mercaptoetanol 1mM, ATP, CTP, GTP, UTP 1mM de cada uno, en el
caso del molde natural DNA de ¢X-174 se usaron 0.15 pg por
ensayo Y para PolldT 0.12U Ayeei cuando se utllizo polidT como
molde solo se utllizé ATP.

La redccion de cebado se llevd a un volumen final de 50 pl
en un tubo eppendorf y se utilizaron de 2-5 pg de proteina por
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ensayo, se preincubo 15 minutos a 37°C , esta reaccion de cebado
se detuvo calentando las muestras a 85°C durante 5 wminutos, se
les dio un pulso en la microcentrifuga para baiar las gotas
condensadas ewn la tapa y paredes del tubo y se deid enfriar a
temperatura amblente durante 15 minutos,

Posteriormente se hlzo el ensayo de DNA polimerasa
agregando a cada ensayo 0.5 W de DNA polimerasa | de E. coli y
5 uCi/ml de dATP *H en el caso de la utllizacion de polidT como
molde, con el wolde natural se agregaron los 4
desoxiribonucledtidos incluyendo dTTpP *H,

Gel de Agarosa: este gel se prepard en una cdmarda para
electroforesis  sumergida horlzontal, slgulendo la wmetodologia
reportada por Sambrook ef, al. en 1989, Se prepard suficiente
buffer de electroforesls (TAE 1x que contlene tris-dcetato  40mm
pH 8 y EDTA 1mM ) para llenar el tangue de la camara. Se disolvié
agarosa a una concentracion de 0.8%, en TAE calentando en un
fhorno de microondas, se deié que se enfrlara la agarosa hasta que
llego a una temperatura aproximada de 50°C, se anadié bromuro
de etldio 0.5ug/ml y se mezclo, se vacio el gel dentro de la cdmara
de electroforesis y se le coloco el pelne; cuando el gel estuvo
totalmente polimerizado, se vacid el restante de TAE hasta cubrir el
gel totalmente. Posteriormente se cargaron las muestras. Las
condiciones de corrida fueron las slgulentes: 1.5 horas a 75
Voltios.
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Las muestras que se cargaron fueron tratadas por el
procedimiento siguiente; las DNA polimerasas 1, 2 y 3 de wmaiz se
preincubaron por separado d 37°C con mezcla de reaccion gue
contenia 0.2 pg/50ul de DNA del fago ¢X-174 y ribonucledtidos en
lugar de desoxiribonucledtidos: la reaccion se paré a 85°C y se le
agreqgé proteinasa K (I0pg/ml) y se incubé por 10min a 37°C;
posteriormente se precipité con 3 volumenes de etanol al 100% y
un décimo de volumen de acetato de sodio 3M a pH 4.5, se
deiaron las wuestras a -70°C durante 30wmin, después se
centrifugaron en la wmicrocentrifuga 15 min a mdxima velocidad y
se decanto el sobrenadante, se resuspendieron las wuestras
volumen/volumen en TE (tris 10mM pH 8 y EDTA 1mM pH 8) y
buffer de carga (azul de bromofenol al 0.25%, xllen cianol FF
0.25%, glicerol al 30% en TAE 1x).
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PDURIFICACION DE LAY TRES
DMA POLIMERASAS DE MAIZ.

Para iniciar la investigacion respecto a la wutliizacién de los
diferentes woldes por las 3 DNA pollmerasas de waiz reportadas
fasta la fecha, lo primero que se flzo fue la purificacion de las

enzimas por diferentes pasos cromatogrdficos.

la primera cromatografia utilizada fue una columna de
Intercamblo ionico (DEAE-Sephacel —intercamblo anionico—), en
este primer paso de purificaclon se resolvieron tres picos con
actividad de polimerasa. €l primer plco de actividad (DNA pol 1) se
detecta en el lavado de la columna, es decir en buffer de fosfatos
40mM; el segundo pico (DNA pol 2) eluye alrededor de 100mM de
buffer de fosfatos y el tercer pico (DNA pol 3), eluye
aproximadamente a 200mM. Las distintas fracciones con actividad
de cada enzima se mezclaron y se cargaron por separado a una
columna de Hepariva Hi Trap que es una columna de afinidad. La
feparina es un glicosaminoglicano altamente sulfatado que imita a
la estructura del DNA que es pollanionica. En esta cromatografia
las tres DNA polimerasas tienen que ser eluidas de la columna
aplicando un gradiente de 150mM a 1.5M de NaCl.

La DNA pol 3 eluye a 600mM, la DNA pol 1 eluye a 650mm
y la DNA pol 2 eluye a 850 mM,
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La DNA pol 3 wno fue sometlda a otro pdso de purificacion,
debldo a que es la enzima wmenos abundante y con poca
estabilidad a la manipulacion, Después de este segundo paso, la
DNA pol 3 fue purificada alrededor de 600 veces, 1o que permitio
utllizaria en los ensayos con relativa confianza.

Las fracciones con actividad de DNA pol 1y 2 que salieron
de la columna de Heparlna, se wmezclaron por separado y se
concentraron en tubos centricon de corte wolecular de 10KDa,
para cargarlas posterlormente a una cromatografia de exclusion
molecular (Superdex 200). Fue necesario concentrar las muestras
debldo a que el volitmen de cama (volumen que ocupa la resing en
la columna), es de 120wl la enzima se diluye en gran medida
debldo a que entre mas grande es el volumen de cama las enzimas
difunden mds,

Nuevamente las fracciones con actlvidad de pol 1 y pol 2 se
mezclaron y se cargaron d und cuartd columna cromatogrdfica
(Mono Q) que es una cromatografia de Intercamblo ldnico. La
restna de Mono Q es un Intercamblador anionico fuerte y contiene
carga neta positiva: en esta columna, las proteings se eluyeron en
un gradiente lineal de 150-1500mM de NacCl, la actividad de las
DNA pol 1y 2 se detecto dlrededor de 700-800mM. Este fue el
ulttmo paso de purificacion al que fueron sometidas las dos
enzimas. La DNA pol 1 quedd purificada alrededor de 5000 veces,
la DNA pol 2 se purifico alrededor de 8000 veces. Esta purificacion
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se hizo en colaboracion con el M. en C. Elpidio Garcia Ramirez y
con el Q.F.B. Ddiro Oriuela Henry,

UTILIZACION DE MOLDES
NATURALES Y SINTETICOS.

En el presente trabaio se utilizaron moldes sintéticos y
naturales; los moldes sintéticos son moléculas de DNA o de RNA de
cadena sencilla orlglnadds por sintesis quimica; en el caso de
polida-oligodT se trata de un polidesoxinucledtido poliadenilado
que estd cebado con un oligodesoxinucledtido de timidinags: este
molde ha servido para la caracterizacion y la posterior
clasificacion de las DNA polimerasds de animales segun lo
reportado por Kornberg y Baker (1992). El otro molde artificial
utilizado fue polirk-oligodT; este molde es un poliribonucledtido de
adeninas cebado con un oligodesoxinuciedtido de timidinas, y se
utiliza principalmente para detectar actividad de transcriptasa
reversa (RNA-DNA), cardcteristica principal de las DNA
polimerasas y en animales.

En cuanto a los wmoldes naturales, se trata de wmoldes
originados por sintesls biolégica. Los moldes wnaturales utilizados
fueron: DNA del fago ¢x-174, que es clrcular de cadena sencilla de

5386 nucledtidos, DNA de dlto peso molecular de timo de ternera
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ya sea desnaturalizado, activado o no activado.

A contlnuacion se presentan los resultados obtenidos parc
las tres diferentes actividades de DNA polimerasa de waiz con
diferentes moldes naturales y sintéticos,

Actividad de DNA pol 1. la grdfica 1 wmuestra el
comportamlenfo de esta enzima con el DNA clrcular de cadena
senciila de ¢x-174 cebado y sin cebar ; el DNA activado de timo de
ternera se tomé como el control positivo con respecto al DNA de
cadena senclila cebado, ya que los ensayos con DNA actlvado fan
sldo estandarizados en trabaios previos. £l porcentaie de actividad
especifica con el DNA de ¢x-174 cebado es casi del 50% con
respecto al porcentale de actlvidad del DNA actlvado de fimo de
fernera que se considerd como el 100%. Se comparé entonces la
actividad de polimerasa sobre el DNA de cadena sencilla cebado y
no cebado; la DNA pol 1 utlllza poco al DNA no cebado con
respecto al cebado,
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Grdfica 1 Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 1 con
DNA clreular de cadena sencilla. La actividad especifica promedio
de la DNA pol 1sobre el DNA activado fue de 5 willones de cpm/mg
de proteina.
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Los ofros moldes wnaturales probados, fueron DNA activado
desnaturallzado de timo de ternera mds 8 y 20mM de Mg**, asi
como DNA no dctivado. En la grdfica 2 se observa que fay un
incremento de dlrededor del 25% de actividad con el DNA
desnaturalizado mds 8mM de Mg’*, con respecto al DNA dctivado.
A 20mM de Mg** el wmolde es usado menos eficientemente
(aproximadamente un 70%). El DNA no activado es también usado,
lo que podria indicar que presenta reglones de cadena sencllla con
extremos 3'0H,
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Grdfica 2. Porcentaie de dactividad especifica de la DNA pol 1 con
woldes naturales de cadena doble. La dctividad especifica
promedio sobre el DNA activado fue de 5 mlllones cpm/mg de
proteina
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En cuanto a los moldes sintéticos (grdfica 3), se observa que
el pollda-oligodT mds 8mM de Mg’* es utilizado de manera muy
eficlente en comparacion con DNA actlvado, ya que fiay un
Incremento de 50% de actividad. Con 20mM de Mg?* la dactividad
decae importantemente con respecto al control, La DNA pol 1 no
usa Mn?* eficientemente como cofactor cuando el molde es de tipo
de DNA: tampoco puede utilizar eficientemente moldes de RNA, ya
sea con Mg?* o Mn?",
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Grdfica 3. Porcentale de dactividad especifica de la DNA pol 1 con
moldes sintétlcos de cadena sencilla. La actividad especifica promedio
sobre el DNA actlvado fue de 5 millones de cpm/mg de proteina.

46



Actividad de DNA pol 2: esta enzima se fha identificado como
una DNA pol tipo a (Coello et. al..1992) y posee una actividad de
DNA primasa (Garcia, 1995). €n la grdfica 4 se observa la
comparacion de la actividad sobre el DNA de ¢x-174 cebado y
sobre el DNA activado (control). Ambos moldes son usados en
forma semeiante por la DNA pol 2, por lo que se puede considerar
que utlliza al wolde de cadena senclila de wodo Igudalmente
eficlente. £l DNA de ¢x-174 no cebado se compard con el cebado,
el cual se tomoé como el 100% de actividad; a diferencia de la
actividad observada con la DNA pol 1, la DNA pol 2 fue capaz de
utilizar al DNA no cebado en un 65%.

47



120

80}

60

% de activiiad.

401

20¢
; {

D174 wbado . Bx174 no cebado
Moldes

120

100, o e e

% de actividad.
BN (&3
o o

e i ¥ |
Ox-174cebado  DNAACTVADO
Moldes
Grafica 4. Porcentdie de dctividad especifica de la DNA pol 2 con
DNA circular de cadena senciila, La dctlvidad especifica promedio

de la DNA pol 2 sobre el DNA activado fue de 6.5 millones de
cpw/mg de proteind.
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La respuesta de la DNA pol 2 al utilizar el DNA
desnaturalizado mds 8 y 20mM de Mg’*, se puede considerar
como medianamente eflciente ya que el porcentaie de actividad
con ambas concentraciones de Mg** es de alrededor de un 50%;
por otro lado el DNA no dctivado es ufilizado pobremente (grdfica

5).
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Grdfica 5. Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 2 con
DNA de cadena doble. La actividad especifica promedio sobre el
DNA actlvado fue de 6.5 millones cpm/mg de proteina

Entre los moldes sintéticos (grdfica 6), el meior utllizado por
la DNA pol 2 fue polidA-oligodT con 8mm de Mg** donde hay un
ligero incremento de 5% en compardclon con el DNA activado
(100%), mientras que con 20mM de Mg** es utilizado casl en un
80%. El molde de RNA es poco utllizado con Mg**. La utilizaclén de
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moldes tipo DNA o RNA con Mn** como cation es pobre, uy
resultado semeiante al observado con la DNA pol 1
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Grdflea 6. Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 2 con
moldes slntéticos de cadena sencilla. La actividad especifica promedio
sobre el DNA activado fue de 6.5 millones de cpm/mg proteina.

Actividad de DNA pol 3: en la grdfica 7 se muestra que la
DNA pol 3 utlliza casl en un 40% el DNA de ¢x-174 cebado con
respecto al DNA dctlvado (100%); sin embargo, al comparar el uso
del DNA de ¢x-174, cebado y sin cebar, se observa una utllizaclén
de este ultlmo de un 60% de actividad con respecto al DNA
cebado, actividad que se puede considerar como alta, ya que se
partlé del supuesto de que la DNA pol 3 de maiz no tiene asoclada
actlvidad de primasa.
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Con los moldes de cadena doble (grdfica 8), la enzima utiliza
el DNA desnaturalizado mds 8mM de Mg* tanto o wds eficiente
que el DNA dctlvado; con 20mM de Mg?* la enzima tambieén
trabaia bien. £l molde menos utilizado fue el DNA no activado.
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Grdfica 7. Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 3 con
DNA circular de cadena sencilia. La actividad especifica promedio
sobre el DNA activado fue de aproximadamente 1 millon de
cpm/mg de proteina,
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Grafica 8. Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 3 con
DNA de cadena doble. La actividad especifica promedio sobre el
DNA activado fue de alrededor de 1 willén de cpm/mg de proteing

En la grdfica 9 se muestra el porcentaie de dctividdd con los
diferentes woldes sintéticos, en la cual es evidente que la DNA pol
3 utllizar estos moldes pobremente, con respecto al DNA activado
(100%), sea que se utilice Mg** o Mnt, y a cualquiera de las
concentraciones probadas.
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Grdfica 9. Porcentale de actividad especifica de la DNA pol 3 con
moldes sintéticos de cadena sewncilla. La actividad especifica
promedio sobre el DNA dctivado fue de aproximadamente de 1
millon de cpm/mg de proteina.
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ACTIVIDAD DE PRIMASA
EN LAY TRES DNA POLIMERASAS DE MAIZ.

La funcion de la DNA primasa es sintetizar un cebador de
RNA con un extremo 3°0H libre el cudl reconoce la DNA polimerasa
para empezar a replicar el molde de DNA tanto watural como
artificial. Entre los moldes sintéticos mds eficazmente utilizados por
las primasas de diferentes organismos se encuentran el poli-dT y el
poli-dC: los woldes wno utilizados son el poli-dx y el poli-dG
(Kornberg y Baker, 1992). En este laboratorlo se fa reportado que
utilizando el molde de poli-dT es posible observar una clara
actividad de DNA primasa, que copurifica con la actlvidad de la
DNA polimerasa 2 de maiz (Garcia, 1995).

Ya que se observo incorporacion de dNMPs en el wmolde
natural de cadena sencilla sin cebar con la DNA pol 3, se midlé
actividad de primasa a las tres DNA pollmerasas de waiz, usando
dos woldes: el poil-dT con el que ya se habia reportado una clara
actlvidad de DNA primasa en la DNA pol 2 y DNA del fago ¢X-174
sin cebar, y se Mizo una cowpdracién entre las tres DNA
pollmerasas. Se usé el ensayo Indirecto descrito en materiales y
métodos. En la grdfica 10 se observa una gran actividad sobre ¢x-
174 de cadena sencilla de la DNA pol | de E,_coll cuando se

preincuba el molde con la DNA pol 2 de waiz; en camblo con la
prelncubacion con DNA pol 1 se observa poca Incorporacion por
la enzima de E. coli que puede conslderarse como poco

55



significativa, mientras que con la DNA pol 3 si es evidente una
pequeia actividad de primasa. Usando polidT como molde baio las
mismas condiciones, se observa muy poca actividad de la DNA pol |
de_E. coll, con respecto a cualquiera de las DNA polimerasas de
maiz utilizadas en la preincubacion. No obstante, en este caso
habria que indicar que la DNA pol | de E. coli es Ineficiente en la
utilizacién de este wmolde aun cebado con oligodA (2.5% con
respecto al DNA activado).

CHDNA pol 1 ERDNA pol 2 COONApol 3 DNA pol | de E. coll
60

50

CPM (miles)
S & 8

S

X-174 PolidT
MOLDES

Grdflca 10, Cowparacién de actividad de primasa de las DNA
polimerasas de maiz.
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ACTIVIDAD DE NUCLEASA EN LAS FRACCIONES COM
ACTIVIDAD DE LAS DIFERENTES DNA POLIMERASAS.

Con el fin de comprobar que el molde de DNA circular de
cadena sencilla del fago $X-174 no se rompia como resultado de la
acclon de nucleasas presente en las fracciones con actividad de
polimerasas, que produiera extremos 3'OH libres donde se pudieran
enganchar las DNA polimerasas, se realizo un gel de agarosa al
0.8% (figura 3), en el cual se corrio 0.2ug de DNA del fago
prelncubado con las 3 DNA pollmerasas de maiz (una por carvil) y
la reaccion fue detenida con calor; para que no se viera un
barrido proteico en el gel, se degradaron con proteinasa K a las

enzimas ya Inactivadas,

El resultado mostro que no habia presenclia de wucleasdas en
las fracclones en las diferentes polimerasas de maiz ufllizadas, ya
que el DNA de ¢x-174 no preincubado con enzimas mostro el
mismo corrimiento electroforético con respecto al prelncubado con

las enzimas.
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pol 2 carril 3, con DNA pol 3 carrll 4, sin DNA polimerasa carrll 5,
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DISCUSION.
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Para facilitar la comparacion entre la utilizacion de moldes
naturales y sintéticos por las tres diferentes DNA polimerdsas de
maiz, los resultados se agruparon de dcuerdo a la utllizacion de
moldes nafurales y sintéticos por las enzimas. Un punto de
referencia que se cownsidera util para saber si los ensayos se
redlizan correctamente y los resultados son conflables, es usar
simultdneamente alguna enzima conocida como es la DNA
polimerasa | de E._coll, de la cual sabemos que no presenta
actividad de primasa y que por lo tanto no puede incorporar
desoxirlbonucledtldos a moldes no cebados (en relacion al uso de
los moldes naturales).

A grandes rasgos se puede observar e la tabla 3 que de los
moldes de cadena doble el meior usado es el DNA desnaturdlizado
a 8mM de Mg**, a excepcion de DNA pol 2, El DNA no activado es
utllizado eficlentemente por la DNA pol | de E_coll y en menor
medlda por las DNA pol 1 y 3 de wmaiz, Sin embargo, se puede
conslderar que los ensayos con estos moldes pueden ser dzarosos
debldo a que. en el caso del DNA dctivado desnaturdlizado de fimo
de ternera (a 8 y 20mM de Mg**), al deswaturalizar a este wolde,
es declr, al calentar a 85°C y enfriar rdpldamente a 4°C, el DNA
dueda parclalmente alineado en dlgunas partes mientras gue en
oftas wo: por lo tanto, la dccion de las enzimas sobre éste molde
no slempre serd lgual sino que dependerd de la alineacion y de la
formacion de estructuras secundarias que presente el DNA
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sometido al tratamiento, En cuanto al DNA no dctivado se puede
considerar que dunque no se dactivé al DNA de timo de ternera con
la endonucleasa, éste presentaba dlgunos extremos 3'OH libres,
como lo demuestra el hecho de que fuera utilizado eficientmente
por la enzima de E. coli. Esta enzima es particularmente eficiente

con este wmolde. probablemente debido a que es capaz de
incorporar dNMPs por *nick translation' (Kornberg y Baker, 1992),
mecanlsmo quizds presente en dlgunas de ldas enzimas de wmaiz
(como podria ser con las DNA pol 1y 3).

e A &n*a
DNA desnaturalizad
8 MM Mg?*

DNA desnaturalizado
20 mM Mg?*

DNA no dctivado

DNA dctlvado 100

Tabla 3. Porcentaies de actividad de las DNA polimerasas de maiz,
con los diferentes moides naturales.

Por los resuitados obtenidos con el DNA de ¢x-174 cebado y
sin cebar, se observé que este molde es utilizado por la DNA pol 2
cuando estd cebado, y también cuando no tiene cebador, ya que
puede utilizarlo en un porcentaie considerable (65%); este
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resultado puede explicarse debido a la actividad de primasa que
presenta esta enzima y que ddewmds suglere que la DNA primasa es
capaz de formar un cebador en presencia de un ribonuclestido
como es el ATP (el cual estd presente en la mezcla de redccion
para wmedir actlvidad de DNA polimerasa) y que poslblemémre
incorpore también dNMPs al elongar el cebador, como ocurre con
algunas primasas de levaduras (Kornberg y Baker,1992). Las DNA
pol 1y 3 utllizan menos el DNA de cadena sencilla cebado y en el
caso de la DNA pol 1 esta es incapaz de incorporar dNMPS sin un
cebador, mientras gue se observo que la DNA pol 3 pudo sintetizar
un cebador debldo a que presentd un 60% de actividad con el DNA
no cebado con respecto al DNA cebado (ver grdflca 7). Este
resultado, sorprendente, es respaldado por los ensayos en los
cudles se wmidio dctividad de primasa en las tres enzimas y se
observé una pequena pero clara dctividad en la DNA pol 3; una
explicaclon a este fendmeno puede ser que al separar las
fracclones con las difeventes actividades de DNA polimerasas que
eluyen de DEAE-Sephadcel, dlgo de la actividad de DNA pol 2 se
mezcle con la actividad de DNA pol 3, debido a que las actividades
de estas dos polimerasas se sobreldpen en digiin punto y asi se
contamine la actlvidad de DNA pol 3 con dctividad de DNA primasa
de la DNA pol 2: tamblén es poslble que pueda encontrarse
actlividad de primasa en dusencia de la DNA pol 2, y que
casualmente copurifique en las fracciones en las que sale la DNA
pol 3, sln ser parte de esta enzima. La respuesta se obtendrd
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solamente cuando se logre una mayor purificacion de la DNA pol 3

Con respecto a los moldes sintéticos, DNA pol 1 utiliza muy
eficientemente a polidA-oligodT con 8mM de Mg**, mientras que la
DNA pol 2 lo ufillza tan bien como al DNA activado, la DNA pol 3
incorporé dNMPs en baja proporcion en todos los moldes sintéticos
(ver tabla 4). Lo anterlor da evidencla de que la DNA pol 1 preflere
moldes de cadevna senclila cebados a los de doble cadena con
Auecos. caracteristica presente en las DNA polimerasas replicativas.

La respuesta de las DNA polimerasas de waiz a polira-
oligodT suglere que, las tres DNA polimerasas pueden presentar
algo de actividad de transcriptasa reversa, aunque en general su
actividad es mucho mayor con moldes de DNA.
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B gy R
PolidA-oligodT 8 mm Mg®* 150 105 18
PolidA-oligodT 20 mM Mg’’ 56 78 18
Polida-oligodT 0.8 mM mn’* 37 21 13
PolidA-oligodT 2 mm Mn®* 35 30 35
Polira-oligodT 8 mm Mg’* 19 35 23
Polir-oligodT 20 mM Mg** 42 28 21
PolirA-oligodT 0.8 mm Mn?' 42 32 10
Polira-oligodT 2 mm Mn?* 41 24 22

DNA activado 100 100 100

Tabla 4. Porcentaie de actividad con respecto al DNA activado de
las DNA polimerasas de maiz con los diferentes moldes sintéticos de
cadena sencllia.

Aungue no es posible clasificar a estas DNA polimerasas
dentro del esquema utilizado para la clasificacion de enzimas de
animales, basandose solo en la utilizacion de los moldes sintéticos y
naturales, algunos de los resultados obtenidos son utiles para
intentar una clasificacion; la DNA pol 1 de waiz utiiiza
eficlentemente el molde de polida-oligodT gque es una cardcteristica
de las DNA poilmerasas tipo 8. La DNA pol 2 ya se habia
(dentificado como una DNA pol tipo a (Coello et. al.,1992),
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lo que se corrobora al mostrar su actividad de primasa (Garcia,
1995) demostrada al ser capaz de utilizar el DNA circular de
cadena sencllla no cebado. La DNA pol 3 tiene un comportamiento
diferente y no es posible proponer mucho en cuanto a esta enzima,
excepfo que es la de menor actividad especifica (ver grdficast-9),
y que tiene preferencia por el DNA activado y utlliza pobremente el
DNA de cadena sewcilla cebado, caracteristica que podria ser
atribuida a una polimerasa tipo p.

La Importancia de este trabaio es que se lograron estandarlzar
las condiciones para que las DNA pol 1y 2 sean capdces de utilizar
moldes de cadena sencilla. Con base en estos resultados existe la
posibilidad de wontar un sistema de duplicacién in vitro usando como
molde DNA de virus que dfecten a la planta de maiz y asi se logre
estudiar el mecanismo de duplicacion en plantas, ya que es poco

conocldo y estudiado.
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