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1. INTRODUCCION

La importancia de las semillas (como es el case de los cereales) reside en
las reservas de proteinas, almidén (azicares) y aceites que se acumulan durante
su desarrollo vy maduracidn. Es gracias a estas reservas que se consideran
productos de alto valor nutritivo y es por ello que son la base alimenticia de

muchos pueblos.

El éxito en la viabilidad de una semilla depende en gran medida de
factores fisioldgicos y bioquimicos como: su tamaifio, la permeabilidad de su

testa, la asimilacién de oxigeno, etc.

1.1 ESTRUCTURA DE LAS SEMILLAS ANGIOSPERMAS

El maiz es una planta monocotiledénea de la familia de las
angiospermas. Las semillas de estas plantas se desarrollan a partir de un évulo

fecundado, que da lugar al embridn.

En el caso del maiz, el embridn estd compuesto por el eje embrionario y
un inico cotileddn modificado al que se denomina escutelo; el escutelo se une
a la parte mds distal de la radicula, que es el hipocotilo. La envoltura del
cotiteddn se elonga y forma el coleoptilo, el cual recubre las primeras hojas

(phimula).

El escutelo contiene un gran porcentaje de aceites y sustancias

importantes para la etapa inicial de la germinacidn. Sin embargo, la principal



fuente de reservas de la semilla madura es el endospermo.

En ¢l endospermo encontramos principalmente: carbohidratos 80%,
grasas y aceites 5% y proteinas 10%; en menores proporciones contiene
también alcaloides, lectinas, inhibidores de proteasas vy fitina. La mayor parte
de las células de este tejido no son células vivas, ya que sus citoplasmas
quedan ocluidos durante el desariollo por sustancias de reserva. Sin embargo,
en la parte externa del endospermo encontramos un tejido vivo que aunque 0o
acumula muchas reservas, es el responsable de la liberacién de enzimas para su

movilizacién.

Finalmente estd la testa o pericarpio que es la barrera que protege al
embrién del medio exterior; generalmente se compone de una cuticula interna
y otra externa impregnadas de ceras y grasas, y una o mds capas de células muy

colmpactas.

PERICARPIO

COLEQPTILO

ENDCSPERMO PLUMULA

RADICULA
ESCUTELO

COLEORRIZA



1.2 GERMINACION

Durante la maduracién, las semillas sufren un proceso de desecacion en
el que pierden entre 80-90% de agua y disminuyen su metabolismo
practicamente a cero. Es durante la germinacidén que estas semillas abandonan
su estado de latencia y reanudan un metabolistmo active que las lleva a

desarrollarse y formar una nueva planta.

Se pueden dar numerosas definiciones al proceso de fa germinacidn,
segiin sea el campo de trabajo. La definicién fisiolégica mds aceptada es que la
germinacién comienza con la imbibicién de la semilla y termina con el inicio
de la elongacién de los ejes embrionarios, lo cual se refleja con la protrusién de
la radicula (Bewley y Black, 1994). En nuestro laboratorio definimos la
germinacién desde el punto de vista bioquimico, como la serie de eventos
moleculares que anteceden a la primera divisidn celular, momento en el que

termina el proceso de germinacidn y comienza el de desarrollo.

1.2.1 Bioquimica de la Germinacién

La germinacién puede dividirse en dos fases, la de eventos tempranos
como: hidratacidén, produccién de ATP, iniciacién de sintesis de RNA total,,
sintesis de protefnas y reparacién del DNA; v la de eventos tardios como:
expansién celular, duplicacion del DNA y movilizacidn de reservas

energéticas.

Para que una semilla germine se necesita que tenga integridad

metabdlica y genética. Cumpliéndose esto, generalmente sélo se requerird de



la entrada de agua en condiciones externas adecuadas de temperatura,

concentraciones de oxigeno y bidxido de carbono.

Bajo estas condiciones dptimas, se ha visto que la entrada de agua se da

en tres fases:

La primera consiste-en una entrada rdpida que es dependiente del bajo

potencial hidrico de la semilla (el metabolismo se reanuda desde estos

primeros minutos).

La segunda es una entrada lenta y de mayor tiempo de duracién, durante la
cual ocurren importantes eventos metabdlicos que preparan a las células para

los posteriores eventos de la germinacién.

La tercera es un inciemento en la entrada de agua y se da por efecto de

clongacidén celular, ya que la divisién celular puede o no ocurrir.

La duracién de cada una de estas etapas depende de las propiedades de

la semilla y de las condiciones ambientales externas (Bewley y Black,1994).

E! agua absorbida se distribuye diferencialmente en los tejidos de la
semilla, para permitir que llegue antes o en mayor cantidad donde asi se

rf:q_uiera.

1.2.2 Sintests de Proteinas

Durante la germinacién se da un aumento en la demanda de proteinas.
En embriones de trigo y centeno se ha observado que la sintesis comienza

dentro de los primeros 15-30 minutos de imbibicidn (Marcus et al., 1966; Seny
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Osborne, 1975). También se ha demostrado un incremento en el niimero de
polisomas, asi como una disminucidn en el mimero de ribosomas libres,
durante los primeros minutos de la germinacion (Marcus et al., 1966; Sinchez

de Jiménez et al., 1981).

Aunque el metabolismo en las semillas secas es prdcticamente nulo y la
sintesis de protefnas no se lleva a cabo, se sabe que todos los elementos que se
requieren para que esta ocurra estdn presentes en la semilla en cancidades
suficientes y potencialmente activos: ribosomas, tRNA, factores de iniciacién y
clongacién, aminodcidos, aminoacil-tRNA sintetasas (Simon, 1984; Bewley y
Black, 1994) ¢ incluso mRNAs (Sdnchez de Jiménez v Aguilar, 1984), de
manera que la sintesis puede comenzar poco despucs de que los tejidos se

hidratan.

1.2.3 Sintesis de RNA

Al menos durante las primeras horas de la germinacién la sintesis de
nove de las proteinas es independiente de la sintesis de mRINA debido a que
los mensajes almacenados son los que se emplean para reiniciar la actividad.
Esta sintesis proteinica se vuelve dependiente de la de mRNA de manera
progresiva, conforme la cantidad de mensaje acumulado en la semilla seca se
degrada y por tanto se emplean mRNAs sintetizados de nove (Sdnchez de

Jiménez v Aguilar, 1984).



1.2.4 Sintesis de DNA

Se han detectado dos etapas de sintesis de DNA. Una primera etapa en
tiempos tempranos de la imbibicidn que involucra la reparacién del material
gendmico (Va’zquez—Rarpos y Lépez, 1986; Zarain et al., 1987) y la sintesis de
DNA mitocondrial, en la cual no hay un aumento de la cantidad total de DNA
y otra etapa tardia, en la cual s{ hay un aumento en la cantidad neta de DNA ya

que cs la etapa de replica del DNA (Zlatanova et al,, 1987; Baiza et al,, 1989).

1.3 FITORREGULADORES

Durante el proceso de germinacién se requiere de condiciones externas
propicias de temperatura, concentracién de 02, cantidad de agua, minerales y
luz entre otros, asi como de factores internos que modulen las respuestas a los
factores externos. Los principales factores internos que regulan el desarrollo de

las plantas son las fitohormonas (Raven et al., 1992).

Las fitohormonas o fitorreguladores son sustancias quimicas, activas en
muy pequefias cantidades y que pueden ejercer un cfecto estimulante o
inhibidor; la respuesta a su estimulo depende de la estructura quimica y de la

“receptividad” del tejido (s) sobre €l (los) que actien (Raven et al.,, 1992).

Existen 5 tipos principales de fitohormonas que han sido ampliamente
estudiadas: auxinas, giberelinas, dcido abscisico, etileno y citocininas. De estas

las citocininas han sido motivo de nuestro estudio.



1.3.1 Auxinas

La unica auxina natural que se conoce es el dcido indolacético (IAA),
que se sintetiza a partir del triptofano en la punta del coleoptilo. En las plantas
en desarrollo se sintetiza en la punta del tallo y efi las plantas maduras en las
hojas jévenes. El IAA se transporta a través del sistema vascular de la planta
hacia raices, flores, frutos y semillas. Estimula la elongacién celular debido a la
liberacién de conjugados gluco o ribosidicos (Cohen, 1982), la diferenciacién
del tejido vascular y la induccién de raices adventicias; asi mismo, cjerce
efectos de inhibicién sobre el florecimiento, el desarrollo de los frutos v el

desprendimiento foliar, entre otros.

1.3.2 Giberelinas

Existen aproximadamente 78 hormonas aisladas y caracterizadas en este
grupo, de las cuales la mds estudiada es el dcido giberélico (GA3). Se sintetizan
a partir del dcido mevaldnico en los tejidos jdvenes y en las semillas en
desarrollo v se transportan probablemente a través det xilema vy el floema. Las
giberelinas provocan la hiperelongacién de los tallos estimulando tanto la
elongacidn como la division celular. En las semillas, inducen la germinacidn y
regulan la produccidn de enzimas que hidrolizan las reservas (Hill, 1977). As{
mismo fungen como factores desencadenantes del florecimiento y del

desarrollo de los frutos.

1.3.3 Etileno
Este es el tinico hidrocarburo que ejerce efectos sobre las plantas, Se

sintetiza a partir de la metionina, en tejidos que responden al estrés
7



(especialmente en maduracion o envejecimiento); dada su naturaleza, se
dispersa al resto de la planta por difusién. Provoca la maduracién de los frutos
{especialmente los climatéricos), el envejecimiento de hojas y flores y la caida

de &stas tiltimas asi como la de los frutos maduros.

1.3.4 Acido abscisico (ABA)

Este compuesto se sintetiza a partir del dcido mevalénico en las hojas
maduras especialmente en respuesta al estrés hidrico. Es transportado a través
del floema y se ha demostrado que en las plantas provoca el cierre de los
estomas, mientras que en las semillas provoca induccién de sintesis de
protefnas de reserva, induccién de la dormancia (Koorneef et al, 1984) y
también detiene el crecimiento del embridn. Se le ha denominado como un

modulador negativo de la germinacion.

1.3.5 Citocininas

Es el grupo menos conocido en cuanto a su efecto. Se trata de
compuestos N6 derivados de la adenina.

L.a primera nocién de estos compuestos se tuvo en 1941, cuando Van
Overbeck observé que [a leche de coco estimulaba el desarrollo de embriones
de plantas y la divisién celular en tejidos. Posteriormente, Miller y Skoog
aislaron uno de estos compuestos a partir de productos de la hidrdlisis del
IDNA, al que llamaron cinetina. Se producen en la punta de las raices y se
transportan por el xilema hasta los retofios. Se han descrito como estimulantes

de la germinacidn de semillas (Van Staden, 1983).



Las citocininas ejercen efectos a nivel metabdlico ¥y en consecuencia
también a nivel fisioldgico. Promueven la divisién y diferenciacién en cultivos
de tejidos vegetales al incrementar el ritmo de la mitosis y retrasar el
envejecimiento de las hojas, como consecuencia del incremento en la cantidad
total de proteinas y particularmente la actividad especifica de algunas enzimas
como: endopeptidasas, pirofosfatasas, fosfoenol piruvato carboxilasa, RNA
polimerasa (Kulaeva, 1981) y DNA polimerasas (Vdzquez-Ramos y Reyes,
1990)..

En el maiz se encontrd una citocinina a la que se denoming zeatina, esta

es la hormona aislada mds activa de este grupo.

La benciladenina (BA)} o G6-bencilaminopurina empleada en los
experimentos del presente trabajo es un fitorregulador sintético que pertenece

a este grupo.

CH;—NH
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1.3.5.1 Mecanismo de Accidn
Aunque se han realizado miiltiples estudios sobre el modo en que las
citocininas ejercen sus efectos, adn no se han obtenido resultados concluyentes

de estos mecanismos.

Experimentos en los que se han empleado inhibidores de la
transcripcién v de la traduccidn, demuestran que estas moléculas suprimen la
sintesis de DINA estimulada por BA, por lo que la transcripcidn y la traduccidn
parecen estar implicados como parte del mecanismo por el cual esta hormona
estimula la replicacién del DNA (Vdzquez-Ramos y Reyes, 1990).

Ouros estudios han sugerido que las citocininas participan en la sintesis
de proteinas a nivel de traduceidn, dado que se les ha encontrado asociadas a

los t-RNA cerca del anticoddn (Thomas, 1977; Hill, 1977).

Por otra parte también se ha sugerido .que los efectos de estas
fitohormonas puedan deberse a sistemas de transduccidn de seiiales de dos
componentes: una proteina His-cinasa (HPK) que posee un dominio sensor y
otic transmisor con actividad de cinasa y otra proteina reguladora de la
respuesta (RR) que posee ademds de un dominio receptor, un dominio efector.
La transduccién de seflales ocurre mediante el siguiente mecanismo: el
mddulo receptor de ia HPK recibe 1z sefial y la transduce a su dominio
traductor, el cual se autofosforila en una histidina y posteriormente transfiere
el fosfato a un residuo de aspdrtico (muy conservado) en la RR; esta proteina se
activa y su dominio efector funge como factor promotor de la transcripcion de
genes (en la mayorfa de los procariotes), o bien como activador de otro sistema
de transduccién como el de cinasas de proteinas activadoras de mitégenos

(MAPK) (en el caso de eucariotes inferiores v plantas superiores).
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En el mafz se ha reportado un gen de una proteina RR que se induce por
concentraciones nanomolares de t-zeatina y que puede estar involucrado en la

sefializacién por nitrégeno (Sakakibara et al., 1998)

1.4 CICLO CELULAR

El ciclo celular tiene como fin la divisién de una célula para originar dos
células hijas que serdn gendticamente idénticas a la progenitora, para lo cual el

material gendtico debe duplicarse.

Basados en el ciclo cromosdmico de los eucariotes, se ha dividido al ciclo
celular en un estadio inicial de latencia denominado G( y cuatro etapas o fases
subsiguientes:

G1 es el periodo que precede a la sintesis replicativa del DNA.
S es el lapso de tiempo en que se duplica el materidl genético.
G2 es el lapso en que la célula se prepara para dividirse.

M corresponde a la mitosis.

Las fases S y M ocupan una fraccidn constante de tiempo del ciclo
celular, aproximadamente 4 y 2 horas respectivamente en cultivos sincrénicos
ya que la duracién del ciclo completo es de 10-12 horas(Verma y Linn, 1979);

por lo tanto si el ciclo se acorta o alarga se debe al tiempo que toman las fases

G1yGa,

Tanto la fase G1 como la G2 tienen puntes de control regulados por
cinasas dependicntes de ciclinas {(cdks), es decir, cinasas que se unen a

protefnas cuya concentracion fluctda durante el ciclo celular y gue por lo
11



tanto se denominan ciclinas. Dichos complejos funcionan para el
reconocimiento del estado metabdlico general de la célula, asi como de la
integridad del material genético antes y después de la replicacién; ademds, son
importantes en la prevencién de la re-replicacién gendmica antes de que ocurra

la divisidn celular.

En G1 encontramos el punto de restriccién mds importante (R), el cual
separa los eventos de esta fase en tempranos y tardios, marcando el limite
después del cual la célula queda comprometida a completar el ciclo hasta

dividirse, sin que esto dependa ya de factores externos.

Para que R pueda ser superado y el ciclo celular avance, se requiere la
intervencion de complejos ciclinasfcdks;. Existen diferentes complejos
ciclinasfcdks, que actiian en la regulacién de las fases del ciclo celular; su
aparicién y desaparicin controla, a través de la fosforilacién de otros factores,
la transcripcién y traduccién de genes que codifican para protefnas de

importancia en la replicacidn del DNA.

En semillas de maiz sc¢ ha encontrado que la mayor parte de las
células se encuentran detenidas en G1 y sélo un pequefio porcentaje lo estdn
en G2 (Deltour v Jacqmard, 1974}, Las cdélulas. en G2 progresan hacia la
mitosis, mientras que las que estin en G| deben pasar por todos estos
controles y revisiones del estado metabdlico antes de decidir si se avanza a la
divisién o se dirigen a otro estado celular (quiescencia, diferenciacion o

meiosis ).
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1.5 DNA POLIMERASAS DE EUCARIOTES

Existen al menos cuatro DNA polimerasas nucleares en las células
eucariotes: &, 3, 6 v & No hay duda de que las polimerasas o y 6 participan en
la replicacion del DNA; la polimerasa €, que se parece a la polimerasa & y es
esencial en levaduras para la replicacion, se relaciona ademds con funciones de
reparacién en los mamiferos, mientras que la polimerasa B, que es la mds
pequena de este tipo de enzimas, estd asociada fuertemente a la reparacién.

Existe una DNA polimerasa ¥ que se ubica en mitocondria v se relaciona con la

replicacién del DNA (Kornberg v Baker, 1992).

1.5.1 DNA polimerasa o

Esta enzima se localiza en el micleo y pareicipa durante la replicacién del
DNA. Presenta actividad de primasa y carece de actividad 3'-5' exonucleasa.
Estd conformada por cuatro subunidades: una de 170 kDa que es el centro
catalitico; contiene en su extremo carboxilo dos regiones con residuos de
aminodcidos involucrados en la unién al dNTP vy varios dedos de zinc para su
unidn con el DINA (Kornberg y Baker, 1992); una proteina de 70-75 kDa que,
en el caso de humano, interactia con el antigeno T del SV40 para ubicar a la
enzima en el origen de replicacidn y mantener la estabitidad de la holoenzima
(Collins et al., 1993) y dos péptidos de 50 y 60 kDa que contienen la actividad

" de primasa (Santocanale et al., 1993; Cotterril et al., 1987).

I.a DNA pol o es una enzima no procesiva {procesividad: se refiere al
numero de nucledtidos incorporados en un solo evento de unién al DNA, una

13



(Budd y Campbeh‘, 19
polimerasa,
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proteinas altamente conservadas a lo largo de Ia escala evolutiva (Wang, 1991).

La DNA pol 8 tiene preferencia por moldes sintéticos de poli dA- oligo
dT, debido seguramente a su muy elevada procesividad. Esta enzima (como la
pol o) también es sensible a afidicoling; sin embargo, lo es solo ligeramente a
butilfenil dGTP e insensible a los ddNTPs. Es inhibida por N-etilmaleimida
(NEM) (Kornberg y Baker, 1992).

1.5.3 DNA polimerasa £

Se ha observado que esta DNA polimerasa estd relacionada con la
sintesis reparativa de DNA dafiado por radiacién UV en células Hel.a (Nishida
et al,, 1988), pero también se le ha asociado a procesos replicativos (Wang et

al., 1993).

En humanos, estd formada por dos subunidades, una de 215 kDa
aproximadamente y otra de 55 kDa (Syvaoja v Linn, 1989; Kesti et al., 1993).
Ademds de su cardcter de DNA polimerasa, la que reside en el extremo amino
terminal de la subunidad mavor, se ha encontrado en levaduras que la proteina
posee en el extremo carboxilo una propiedad sensora de la replicacion del
DNA (en Ia fase S del ciclo celular), transmitiendo sefiales de inhibicién en

casc de que este proceso haya sido inadecuado (Navas et al., 1995).

Es una enzima muy relacionada con la pol 8; sin embargo, ésta es capaz
de sintetizar procesivamente sobre el molde de poli dA-oligo dT en forma
independiente de PCNA como se ha visto para las enzimas aisladas de timo de

ternera (Wahl et al, 1986) v de médula dsea de conejo (Goscin y Bymf:s,l5



1982) entre otras. Por otra parte, es funcional en altas concentraciones de sales
2 . . . . .

y Mg”, caracteristicas que permiten diferenciarla mejor de la pol o que el

empleo de inhibidores como afidicolina, butilfenil dGTP o carbonildifosfonato

que no dan diferencias definitivas entre ambas (Bambara y Jessee, 1991).

1.6 DNA POLIMERASAS EN PLANTAS SUPERIORES

Se han encontrado distintas DNA polimerasas en vegetales que se han
clasificado de acuerdo con la nomenclatura antes mencionada para células

animales y eucariontes inferiores.

1.6.1 DNA polimerasa tipo o

Desde los inicios de la década pasada se han reportado varias DNA
polimerasas en plantas, con caracteristicas muy similares a las de pol o de
eucariontes; pero de todas ellas las mds estudiadas han sido la de trigo, maiz y
chicharo, observdindose un incremento de su actividad en los tejidos en

proliferacién.

Se ha purificado la enzima de trigo, encontrandose que estd compuesta
por cuatro subunidades de los siguientes pesos: 104, 79, 60 y 25 kDa
(Balmukhanov et al., 1992). El grupo de Castroviejo (1979) encontrd, también
en trigo, una DNA pol tipo o (considerada en priricipio tipo ¥) que copurifica
con una actividad de primasa (Graveline et al., 1984). Tanto la actividad de
primasa como la de polimerasa se incrementan durante la germinacidn,

coincidiendo el tiempo en que se alcanza el mdximo de esta actividad con el



tiempo en que se tienen los niveles dptimos de sintesis de DNA (Benedetto et

al., 1990).

Una DNA pol tipo o ha sido reportada en maiz v caracterizada

ampliamente (Coello et al., 1992,1994; Coello y Vdzquez-Ramos, 1995; Garcia

et al., 1997). De esta se hablard con mds detalle en los antecedentes.

1.6.2 DNA polimerasa tipo 6

La primera DNA polimerasa tipo 6 que se ha reportado fue hallada en
trigo. Se clasificé dentro de esta categorfa con base en el efecto de inhibidores
y debido a la presencia de una actividad 3’-5’ exonucleasa asociada a 1a de
polimerasa (Richard et al., 1991). Por otro lado, estudios posteriores han
demostrado que la adicion de PCNA de timo de ternera incrementa su

procesividad, lo que apoya la hipétesis de que se trata de una DNA pol tipo &

(Laquel et al,, 1993).

En mafz se ha encontrado una DNA polimerasa que tiene asociada una
actividad 3'-5' exonucleasa y que reporta un incremento en su procesividad al

ponetlo en contacto con PCNA homdloga (Orjuela et al., datos no publicados).
1.7 MECANISMO DE REPLICACION
La replicacién del DNA se da en un ensamblaje supramolecular Hlamado

“Replisoma”, que involucra la accidn coordinada de muiileiples y variadas

enzimas, entre las que se encuentran las helicasas, las proteinas que formzm17



el primosoma, las protefnas de unidn a cadena sencilla (SSB) en E. coli o la
proteina de replicacidn A (RP-A) en eucariotes y las holoenzimas de las

polimerasas.

La iniciacidn de la sintesis del DNA se da cuando ciertos factores
proteinicos como DnaA de E.coli © ORC de levaduras reconocen secuencias
especificas en el genoma denominados origenes: de replicacidn, los cuales
contienen regiones ricas en pirimidinas que son identificadas cspccfﬁcamcnte
por proteinas iniciadoras de la apertura de la doble hélice, formdndose el
complejo iniciador. En los sistemas cucariotas existen numerosos origenes a lo
largo del DNA en donde se forman replicones de entre 20 y 300 Kb de
tamafio. Una vez que ocurre esa unidn de las proteinas a los origenes de
replicacién, comienza a formarse la burbuja de replicacién. La helicasa es
entonces introducida a esta burbuja por accién de proteinas accesorias
dependientes de ATP y por interacciones con el complejo iniciador. Es la
helicasa quien separa las dos hebras del DNA empleando la energia de la
hidrélisis de los nucledsidos trifosfato, permitiendo la accién de la DNA
primasa para sintetizar una secuencia de aproximadamente 10 ribonucledtidos
en cada lado de la burbuja, que sirven como cebadores para la posterior sfntesis
del DNA. Este acontecimiento da lugar 2 la formacién de la horquilla de

replicacién (Kornberg y Baker,1992).

En la apertura de Ia doble hélice participan también las protefnas SSB o
RP-A que al unirse entre ellas y alinearse con ¢l DNA de cadena sencilla
logran extenderlo y dejar expuestas las bases para la polimerizacién. RP-A

estimula la actividad de las polimerasas & o g (Kenny et al., 1989).
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La replicacién del DNA se lleva a cabo en ambas hebras a partir del
extremo 5 hacia el 3’; dado que estas hebras son antiparalelas, la sintesis
ocurre de manera asimétrica. En una de las hebras,.la principal o adelantada, la
sintesis sucede de manera continua y precede a la de la otra hebra la cual se
sintetiza de manera discontinua dando lugar a los fragmentos de Okazaki (100-
200 nucledtidos en eucariotes y 1000-2000 en procariotes), llamdndosele
cadena retrasada (Kornberg y Baker, 1989). Sin embargo, estudios en el
sistema de replicacidn del bacteriéfago T4 han mostrado que la sintesis de
ambas hebras esta coordinada y es controlada por interacciones directas entre
las maquinarias replicativas de las dos cadenas, lo que puede darse gracias a la
formacién de un anillo en la cadena retrasada; de este modo, ambas hebras

pueden ser sintetizadas en la misma direccién (Sinha ct al., 1980).

En el sistema de replicacién del virus 40 de simio (SV40) se ha
demostrado que la extensién puede darse una vez que el cebador es inhibido
por la unién de la proteina de replicacidn C (RP-C); PCNA seguido de la
polimerasa & se unen a la horquilla de replicacién por accién del factor de

replicacién A (RF-A) (Tsurimoto et al., 1990, 1991; Bullock et al., 1991).

La sintesis comienza a partir del cebador de ribonucledtidos. En la
cadena continua, la DNA polimerasa o reconoce el extremo 3’ OH libre del
dltimo ribonucledtido y lleva a cabo la sintesis de un tramo de 20-25
desoxirribonucledtidos; posteriormente DNA polimerasa 8 reconoce estos
dltimos como iniciador y realiza la elongacién continua de la cadena
adelantada. En cambio, para la cadena retrasada se establece un ciclo entre
polimerasa ¢ y polimerasa & que genera los fragmentos de Okazaki (Tsurimoto

y Stillman., 1991). La energia motriz de la replicacién es la hidrélisis dc:l19



pirofosfato, el cual se libera al enlazar los desoxirribonucledsidos trifosfato
entrantes; una vez que dicha molécula es hidrolizada, la reaccién se hace

irreversible.

La capacidad correctiva 3'-5 exonucleasa de la DINA polimerasa 8 es lo
que sustenta la alta fidelidad y bajfsima tasa de error en el copiado del DNA.
Guando dos nucledtidos quedan mal apareados no puede formarse el iniciador
activado para continuar la sintesis; en ese momento ocurre el cambio de
funcién de la polimerasa & a su actividad 3'-5’ exonucleasa, removiendo un
tramo de la parte recién sintetizada para climinar a los nucledtidos mal

apareados y volver a regenerar el extremo 3’-OH libre (Blowet al., 1996).

Para que se dé la maduracién de las cadenas recién sintetizadas se
requiere de la participacién de otras enzimas: unas que remueven ef cebador
de RNA, otras que sintetizan con desoxirribonucledtidos el espacio resultante
y finalmente unas que “sellan” los dos tramos. En §V40 se ha visto que tanto
en la degradacién del cebador de la cadena continua como en la maduracidn de

los fragmentos de Okazaki, intervienen la RNasa HI, polimerasa 8 o

polimerasa g, la nucleasa FEN-1 y Ia DNA ligasa (Waga y Stillman., 1994).

La RNasa HIl hace una ruptura endonucleolitica estructura-
especifica en el cebador de RNA, liberdndolo de forma intacta pero dejando un
ribonucledtido en el extremo 5’ que se une con ia cadena de DNA recién
sintetizada (Huang et al., 1994); posteriormente las DNA polimerasas 8 o €
rellena el hueco dejado por la Rnasa H1 (Waga y Stillman, 1994). La nucleasa
FEN-1 es una exonucleasa 5-3’ que en asociacién con alguna de las

polimerasas anteriores hacen ¢l cambio del ribonucledtido por un,_



desoxirribonucledtido. Finalmente la DNA ligasa 1, que es especifica para esta

reaccion, sella la unidn entre los desoxirribonucledtidos.

RNAsa H1
Pole FEN 1
Pole
Ligasa

nas enzimas de suma importancia en el proceso de replicacidn son las DNA
topoisomerasas que intervienen para que la apertura de la doble hélice no
ocasione un superenrroilamiento cromosémico. Estas enzimas actian
uniéndose covalentemente al extremo 5 de una de las cadenas produciendo
una ruptura momentdnea reversible, que permite que la hélice gire sobre el

enlace fosfodiéster de la cadena no rota, recuperdndose la estructura normal

{Blow et al., 1996).
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II. ANTECEDENTES DE ESTEE TRABAJO

Mediante una separacién cromatogrdfica en DEAE-celulosa de extractos
proteinicos de ejes embrionarios de maiz, se han encontrado tres actividades
de DNA polimerasa, que se han designado como poll, 2 y 3 segiin su orden de

elucién (Coello et al., 1992).

La DNA poll ha sido purificada cerca de 5000 veces a través de varios
pasos cromatogrdficos (Coello et al.,1992). Presenta un peso molecular muy
elevado en condiciones nativas. Es estimulada con concentraciones de NaCl
que inhiben a las otras dos (50-100 mM), no es estimulada por K"y es
dependiente de Mg2+ para su funcién. Presenta un patrén de inhibicién
caracteristico de las enzimas replicativas: sensible a NEM y afidicolina y
ligeramente sensible a dd'T"TP; ademds, tiene preferencia por el uso del molde
sintético polidA-oligodT (Garcia et al, 1997). Experimentos posteriores
mostraron que su actividad se incrementaba en presencia de PCNA homdlogo,

lo cual da gran evidencia de que se trata de una polimerasa tipo 0. Se ha
encontrado que tiene asociada una actividad 3'-5' exonucleasa, caracteristica

también de la pol tipo 8.

L.a DNA pol2 se ha purificado casi 8000 veces mediante el uso de los
mismos pasos cromatogrdficos que para poll (Garcfa et al., 1997). Esta ha sido
la mds estudiada de las tres actividades. Requiere Mg2+ y se estimula por
concentraciones 100mM de K'. Presenta al igual que poll patrones de
inhibicién tipicos de polimerasas replicativas. Experimentos de

inmunoprecipitacién con un anticuerpo heterélogo anti polimerasa o

mostraron una disminucién del 70% en la actividad de DNA polimerasa



(Coello et al.,1992). Posteriormente se desarrollé un anticuerpo homdlogo con
el cual se reconocieron una subunidad de 90 kDa que posee la actividad
catalitica y otros polipéptidos de menores tamafios: 83, 70, 60, 35, 45, y 24 kDa
que parecen ser polipéptidos que forman parte de la holoenzima, aunque no se
descarta que pudieran ser productos de degradacién (Coello et al., 1994). Otros
datos mostraron que esta enzima copurifica con’ una actividad de primasa
(Garcfa et al.,1997). Estos experimentos dieron datos concluyentes acerca de la

naturaleza tipo o de esta enzima.

La actividad especifica de la DNA pol2 se incrementa hasta 100 veces
durante la germinacion, a diferencia de las otras dos enzimas cuya actividad
permanece sin cambio. Se ha visto que este incremento no se debe a su sintesis
de novo (Coello et al.,1992) y dado que varias DINA polimerasas tipo o sufren
modificaciones postraduccionales por fosforilacién, se han realizado
experimentos de fosforilacidn iz vivo con fosfato radiactivo, obteniendo como
resuitado que las subunidades de 90, 70, 55 y 45 kDa que componen esta
enzima presentan un patrdn de fosforilacién que varia de manera ciclica

(Coello y Vdzquez-Ramos, 1995).

El patrén de fosforilacion de la pol2 que pareciera ciclo celular
dependiente, mostrd los niveles mds altos entre las 11-14 y 45-48 horas de
germinacién. El fésforo incorporado entre 11-14 horas permanece estable al
menos hasta las 24 horas, que es el periodo en el que ocurre la sintesis del
DNA. Posteriormente debe ocurrir una defosforilacidn y la enzima vuelve a
fosforilarse hacia las 45 horas. Sin embargo, estos resultados no correlacionaron

con la variacién de la actividad de la enzima, por lo que no se pudo asegurar
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cual sea el papel de la fosforilacién in vivo durante la germinacidn del maiz
(Coello v Vdzquez-Ramos, 1995).

Los fitorreguladores juegan papeles fundamentales en la regulacidn del
ciclo de vida de las plantas. Se ha demostrado que la benciladenina (BA),
fitohormona sintética perteneciente al grupo de las citocininas, incrementa la
sintesis total de DNA (Galli, 1984). Esta sintesis es reparativa durante las
pritneras horas de la germinacidn, como se ha visto en ejes de mafz y-irradiados
(Zarain et al, 1987); sin embargo, BA también promueve el inicio de fa
replicacién mucho tiempo antes de que ocurra en los ejes control (Reyes et al,,
1991). En estos mismos estudios se observé que BA produjo un aumento de
entre 15-20% en la actividad de DNA polimerasa(Vizquez-Ramos y Reyes,
1990).

En experimentos con inhibidores de la transcripcién (oi-amanitina) y de
la traduccion (cicloheximida), se determiné que la estimulacion de
transcripcidn y/o traduccidn es parte del mecanismo por el cual BA estimula Ia
sintesis del DNA; sin embargo, no se encontré que ocurra sintesis de nove de

las DINA polimerasas (Vdzquez-Ramos y Reyes, 1990).

En estudios sobre el efecto de BA en la replicacion del DNA se
observaron incrementos mayores al 50% con respecto al control, con un
mdximo de sintesis a las 6 horas y otro a las 12 horas (Vdzquez-Ramos y Reyes,

1990; Zarain et al., 1987).

En ejes control la primera ronda de replicacién del DNA comienza entre
las 12-15 horas de germinacidn finalizando hacia las 24 horas, dada la asincronia
de las células en los tejidos meristemdticos (Vizquez y Ldpez, 1986; Baiza et
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al., 1989; Georgieva et al, 1994), sin embargo, en los ejes tratados con el
fitorregulador la replicacién empieza antes de las 6 horas de germinacién y para
las 15 horas el contenido de material genético se ha duplicado, supiriendo esto
que las células se encuentran en fase G, También se observé que hacia las 24
horas de germinacion existe un incremento de mds de tres veces en el indice
de figuras mitéticas en los ejes tratados con BA en comparacién con ejes
control (Revyes et al., 1991).

BA provoca un incremento en la actividad de DNA polimerasa nuclear y
por lo tanto en la sintesis de DNA tanto de tipo reparativo como de tipo
replicativo, lo que resulta en la iniciacién mds temprana de los eventos del

ciclo celular (Reyes et al.,1991; Vdzquez-Ramos y Reyes, 1990).
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IIL. HIPOTESIS

El adelanto de los eventos del ciclo celular en maiz causado por
benciladenina se debe, al menos en parte, a una estimulacién de la actividad
de las DNA polimerasas replicativas (poll y pol2), lo que acelera la entrada a la

fase S del ciclo celular.
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IV. OBJETIVOS

Purificar parcialmente las DNA polimerasas 1 y 2 de maiz a través de

cromatografia en DEAE-sefarosa.

-Comparar la actividad especifica de las DNA polimerasas 1y 2 en ejes
tratados con benciladenina e incubados por diferentes tiempos, en relacion a

sus respectivos controles,
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V. MATERIALES Y METODOGS

1 Material Bioldgico:

Semillas de maiz variedad chalquefio obtenidas de un proveedor del
Valle de Chalco, Edo de México. '

Para el estudio se empled el ¢je embrionario, que se obtuvo por
diseccidn manual y se almacend a 4°C por menos de wes dias antes de su
utilizacién. Para cada tiempo y tratamiento se emplearon 0.2 g de ejes

aproximadamente.

2 Soluciones Amortiguadoras v Reactivos:

2.1- Solucién amortiguadora para activacién de DNA

Tris-HCI pH 7.4 ' 10 mM
Cloruro de magnesto 50mM
Albimina Sérica Bovina (Sigma) 0.5mg/mL

2.2- Solucidn amortiguadora de imbibicidn

Tris-HC1 pH 7.4 50mM
Cloruro de potasio 50mM
Acetato de magnesio 10mM
Sacarosa 2%

2.3- Soluciones para los tratamientos de los ejes
2.3.1- Solucion de Benciladenina
6-bencilaminopurina (Sigma) 1uM

Hidréxido de sodio 4mM
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2.3.2- Solucidn control de Benciladenina

Igual que Ia 2.3.1, pero sin la Benciladenina.

2.4- Solucién amortiguadora para homogeneizado de ¢jes embrionarios 1

SDS 50mM
EDTA trisédico pH 7.5 100mM
Cloruro de sodio 1.5mM

2.5- Solucién amortiguadora para homogeneizado de ejes embrionarios 2

Tris-HCl pH 7.6 ' 40mM
Cloruro de potasio 15mM
Acerato de magnesio 1ImM
Sacarosa 0.25mM
2-mercaptoetanol ImM

Por cada 50mL. de solucién se adiciona una tableta de inhibidores de
proteasas (Boehringer Mannheim): Aprotinina, Bestatina, Quimiostatina, E-64,
Leupeptina, Pefabloc SC, Fosforamidén, Pepstatina, Dihidrocloruro de

antipaina.

2.6- Soluciones amortiguadoras empleadas en la purificacién de las DNA

polimerasas:

2.6.1- Solucién amortiguadora A

Solucidn de fosfatos pH 7 40mM
EDTA trisédico 1mM
Glicerol 20%
2-mercaptoetanol 1mM
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2.6.2- Solucién amortiguadora B

Igual que la 2.6.1, excepto que la concentracién de fosfatos es 400mM

2.7- Mezcla de Reaccidn para el ensayo de actividad de DNA polimerasas

Tris-HCL pH7.6 50mM
Cloruro de potasio 15mM
Acetato de sodio 8mM
Glicerol 5%
2-mercaptoetanol 0.4mM
DNA activado 100pg/mL
ATP (Sigma) 1mM
dATP (Sigma) 0.1mM
dGTP (Sigma) 0.1mM
dCTP (Sigma) 0.1mM
(metil->H) dT'TP (57Ci/mmol Amersham) 5uCi/mL

2.8- Liquido de centelleo

2,2'-p-fenii-bis-[5-feniloxazol] (POPOP Merck) 0.1g
2,5-difeniloxazol (PPO Merck) Sg
Toelueno c.b.p. 1L

2.9- Reactivo de Bradford
Azul brillante de Coomasie G (Sigma) 0.5¢
Acido percldrico 70% 51.8mlL
Agua desionizada c¢.b.p. 1L



Otras soluciones empleadas:

-Acido tricloroacético (TCA) al 10%
- Acido tricloroacético {TCA)al 2%
-Etanol 96%

-Citrato de sodio 1%

-Hipoclorito de sodio 0.5%

3 Equipos:

3.1-Incubadora 41900 (Thermolyne)
3.2-Homogeinizador PCU 2 (Polytron)
3.3-Microcentrifuga SORVALL MC 12V (Dupont)
3.4-Ultracentrifuga TL-100 (Beckman)

3.5-Columna Prempacada de 1mL de DEAE-sepharose fast flow (Pharmacia)
3.6-Equipo FPLC Pump P-500 (Pharmacia LKB)
3.7-Baiio con agitacién Polystac (Cole Parmer)
3.8-Filtros de Fibra de Vidrio GF/C (Whatman)
3.9-Equipo de filtracidn al vacio (Millipore)
3.10-Contador de Centelleo 1.5 6000IC (Beckman)
3.11-Espectrofotdmetro Ultrospec ITT (Pharmacia LKB)
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4 Metodologias:

Prueba de Actividad Estimulante de Benciladenina

[ista prueba se hizo por triplicado tanto para los ejes control como para
los ejes tratados con BA para determinar si la solucidn de la citocinina a
emplear en los experimentos de actividad era capaz de estimular la
proliferacion celular. Se incubaron a 25°C (3.1) 10 ¢jes por caja Petri con 100pL
de solucién de imbibicidn (2.2} vy 20 nCifmL de [3 H} timidina durante 6 horas,
donde se detecta el primer pico de sintesis de DNA.

Después de transcurrido el tiempo de incubacién se lavaron los ¢jes con
citrato al 1%, y se homogeneizaron con 1.2mL de solucién amortiguadora para
homogeneizado de ejes embrionarios 1 (2.4) en un homogeneizador (3.2} a
mdxima velocidad. Se le adicioné TCA al 10% para precipitar los dcidos
nucléicos, dejandolos durante una hora en bafio de hielo.

El homogeneizado se agitd y se filtr6 al vacio (3.9) a través de filtros de
fibra de vidrio (3.8), lavando ¢l tubo 2 veces con TCA al 2% y posteriormente
con etanol 96%.

Para secar los filtros se colocaron en una estufa a 54°C y finalmente se
transfirieron a frascos viales con 2.5mL de liquido de centelleo (2.8) y se leyd la

cantidad de marca incorporada en un contador de centelleo (3.10).

Preparacidén de la Resina

Se empled una columna de un mL con resina de DEAE-sefarosa (3.5).
Todos los lavados se realizaron en el FPLGC (3.6). Primeramente, se obscrvo
que la hidratacién de la resina fuera correcta. Posteriormente se hizo pasar un
volumen de cama (I mL) de una soluciSn de NaOH IM, lavando

inmediatamente con agua desionizada para evitar Ia hidrélisis de la matriz. Se
32



equilibrd la columna con cinco volimenes de cama de una solucidn de Tris-
HCI 20mM pH 7.6.

Comercialmente se establece que la columna tiene capacidad para
110mg de albtimina sérica humana {(HSA) por mL de gel, pero para cerciorarse
se hicieron pasar 3mL de una solucién de albiimina sérica humana (BSA)
50mg, Tris-HCl 20mM y NaCl 10mM. La cantidad de albimina no debe
exceder el 50% de la capacidad tedrica. El primer eluato colectado se leyé a
280nm (3.11) para verificar que no diera lectura, ya que la proteina debia estar
retenida en la matriz. Posteriormente se lavd ka columna con solucidn de NaCl
2M, con lo cual se asegura que toda la proteina retenida sea liberada,
regenerandose la capacidad total de la columna. Con esto se garantiza que la
resina este funcionando adecuadamente. Finalmente la columna se lavd con
etanol al 20% vy se guarddé asf para evitar el dcsarroll‘o bacteriano.

"Todas las soluciones fueron filtradas a través de un poro de tamarfio 0.20p para

evitar la obstruccién de la columna.

Activacidn de DNA

Se pesaron 0.5mg de DNA de timo de ternera (Sigma) y se disolvieron
en ImL de solucidn amortiguadora para activacién de DNA (2.1); para esto se
dejé en agitacion suave a 4°C toda la noche. La disolucién anterior se hizo
reaccionar con 1pg de DNasa I (Sigma), la mezcla se incubd a 37°C en un bafio
con agitacién durante 15 minutos y postcriormcnte.se desnaturalizé la DNasa 1

calentando 5 minutos a 77°C. Esta solucidn se guardd a 4°C hasta su utilizacion.
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Imbibicién de los ejes embrionarios

Se lavaron ambos lotes de ejes (control y tratados con BA) con solucidn
de hipoclorito de sodio al 0.5% para desinfectarlos, posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril para eliminar los residuos de hipoclorito.

Se tomaron 10uL de solucién de BA 10‘3M (2.3.1) y se llevaron a 10mL
con solucién amortiguadora de imbibicién (2.2) para obtener una concentracién
10—6M. Lo mismo se hizo con la solucidn control de BA (2.3.2).

Los ejes fueron distribuidos homogéneamente en cajas de Petri grandes
con un filtro Whatman #1 & #2, a cada lote se le 'adiciond la solucién 10'6M
correspondiente {controf o BA). Los lotes de ejes fueron incubados a 25'C (3.1)
por los tiempos correspondientes, 6 6 20 horas. Las cajas que se incubaron por
20 horas se rodearon con Parafilm para evitar la desecacién de los ejes.

Todo el material empleado fue esterilizado previamente y se trabajé en una

campana de flujo laminar.

Obtencidn del Extracto Proteico

Todos los pasos se llevaron a cabo a 4°C y en presencia de una mezcla de
inhibidores de protcasas para evitar la degradacién proteica.

A cada lote de ejes se le adiciond un volimen suficiente de solucién
amortiguadora para homogenado de ejes embrionarios 2 (2.5) para cubrir los
ejes imbibidos. La homogencizacién se hizo en el polytrén durante 30
segundos a mdxima velocidad (2 veces). Posteriormente se hizo una
centrifugacién (3.3) a 10,500g durante 15 min, el sobrenadante se extrajo con
una jeringa de SmL con aguja #21 inclinando el tubo para no arrastrar lipidos ni
restos de la pastilla. Este sobrenadante se centrifugé (3.4) a 130,000g durante 1
hora, el sobrenadante se volvid a extraer de la misma forma que en el paso

anterior vy finalmente se filtrd a través de una jeringa Life Technologies con
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filtro de acetato con un poro de 0.45u y dos capas extra de filtro Whatman del
#1 & #2 para eliminar cualquier particula que pudiera tapar la columna

cromatogrifica.

Purificacidn de las DNA polimerasas

Se 1av6 la columna de DEAE-sefarosa con 10 volimenes de cama de la
solucidn amortiguadora A (2.6.1). El extracto proteinico obtenido en el paso
anterior se hizo pasar a través de la columna a un flujo de 0.5mL/minuto; una
vez cargado el extracto se lavé la columna con 5 volimenes de cama de la
solucién amortiguadora A para eluir las protefnas unidas inespecificamente.
Posteriormente se eluyeron las protefnas retenidas con un gradiente de fosfatos
de 40-400mM con las soluciones amortiguadoras A v B (26,1 y 2.6.2
respectivamente) y finzlmente se dio un lavado con 10 volimenes de cama de
esta tltima solucién. Todas las fracciones, desde que se comenzd a cargar la
columna hasta que termind el lavado con 400mM de fosfatos se fueron
colectando a razdn de un mL por fraccidn. Estas fracciones se emplearon para

los andlisis posteriores.

Determinacidn de la Actividad de la DNA polimerasa

La actividad de DNA polimerasa fue ensayada en un volumen final de
50pL de la siguiente manera. en tubos de 12 x 75 mm se depositaron 10uL de
las fracciones y 40ul. de la mezcla de reaccidn (2.7). Las muestras se incubaron
2 37°C en un bafio con agitacién durante 15 minutos. La reaccién se detuvo
adicionando TCA al 10%, colocando los tubos en bafio de hielo por 30 minutos

La radiactividad insoluble en TCA se colectd filtrando al vacio en el
equipo Millipore a través de filtros de fibra de vidrio (3.8), lavando cada tubo

dos veces con TCA frio al 2% y por ultimo con etanol al 96%. Los filtros se
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secaron perfectamente v se transfirieron a frascos viales que contenian 2,5mL
de liquido de centelleo (2.8), determinando la cantidad de marca incorporada
en un contador de centelleo {3.10).

Las cuentas por minute (cpm) obtenidas fueron transformadas a
unidades arbitrarias de actividad (U.A.),definidas como: 1pmol de TMP
mcorporado en un molde de DNA activado durante 15 min a 37°C,
considerando la siguiente relacion:

23,209cpms=1lunidad de actividad

Cuantificacidn de proteinas por el método de Bradford

Primeramente se leyd la absorbancia (3.11) de cada una de las fracciones
elufdas de la columna de DEAE-sefarosa a 280nm para tener una nocidn
aproximada de la cantidad de proteina en cada una de ellas, tomando una
unidad de absorbancia igual a un mg de proteina (Kalckar H.M.,1947).

Posteriormente se preparé una curva de calibracién de albiimina sérica
bovina (BSA) con un rango de 0-40pg de proteina/mL. Cada uno de los puntos
se mezels con 1mL del reactivo de Bradford (2.9) vy Ia lectura se hizo a 595nm.

Voliimenes variables de las fracciones {(considerando la lectura a 280nm)
que pudiesen caer dentro del rango de la curva de calibracién fueron
mezclados con un ml del reactivo de Bradford y se detrming la absorbancia a
595nm. Los resultados de absorbancia se interpolaron dentro de la curva y
estos datos fueron corregidos por el factor de dilucién correspondiente para

obtener una estimacidn cuantitativa de protefna en cada fraccidn.

Para determinar la actividad especifica de cada fraccién se dividié el
nimero de unidades de actividad obtenidas anteriormente entre la cantidad de

proteina presente en cada fraccidn.
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RESULTADOS

Las DNA polimerasas empleadas en los experimentos fueron aisladas a
partir de efes embrionarios de maiz imbibidos durante 6 y 20 horas, con y sin la

fitohormona Benciladenina (BA).

Una vez obtenido el extracto celular a partir de ejes embrionarios, éste sc
hizo pasar a través de una columna de intercambio aniénico de DEAE-sefarosa
con lo cual podemos separar las diferentes actividades de polimerasa. En las
primeras fracciones eluyd la polimerasal. Esta protefna no tiene suficientes
cargas negativas para quedar retenida en los grupos DEAE, al menos al pH
empleado que es 7.4 y por lo tanto a una fuerza idnica de 40mM de fosfatos
eluye fdcilmente. Posteriormente, la columna se lavé con el mismo
amortiguador para terminar de eliminar las proteinas unidas inespecificamente.
Al finalizar el lavado se formd un gradiente de 40-400mM de fosfatos; en este
gradiente eluyd la polimerasaZ, cuyas caracterfsticas incluyen la de tener
suficientes cargas negativas para quedar retenida en la columna ¥y que puede

eluirse entre 100-120mM de fosfatos (Coello et al.,1992).

A continuacidn se muestra un grifico del perfil de elucién de las distintas
DINA polimerasas de matfz a través de una resina de DEAE-sefarosa en el que
pueden observarse tanto el perfil de proteina como el de actividad (Coello et

al., 1992).
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Figura 1.Perfil de elucién de las DNA polimerasas de maiz a través de una
columna de DEAE-sefarosa. Proteina (0-0), Actividad (x-x), gradiente de
fosfatos (——-). El primer pico de actividad corresponde a la DNA polimerasa 1,

el segundo a la DNA polimerasa 2 y el tercero a la DNA polimerasa 3.

En este trabajo se realizaron varios experimentos de los cuales se
exponen los grificos mds representativos. En las figuras 2 a la 5 se puede
observar que para los dos tiempos emplcados para determinar el efecto de la
benciladenina sobre la actividad de las DNA polimerasas (6 y 20 horas), la
enzima en las fracciones provenientes de ejes tratados con el fitorregulador
presenté mayor actividad especifica con respecto a su control, lo cual refleja
una estimulacién de la actividad de sintesis mayor al incubar los ejes con la

hormona.
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‘En la fipura 2 se muestra la actividad especifica en cada una de las
fracciones de la DNA polimerasa 1 de ejes control y tratados, incubados
durante 6 horas. La suma de estas actividades y por lo tanto la actividad
especifica total de la enzima proveniente de los ejes tratados, en este particular
experimento, fue aproximadamente 294% mayor a la actividad especifica total

en las fracciones de ejes control.

Por otro lado, en la figura 3 se presentan las actividades especificas de la
polimerasal en las fracciones de ¢js control y tratados durante 20 horas; la
actividad especifica total se incrementd aproximadamente un 161% en relacién

con la mostrada por el control.
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Figura 2. Efecto de BA en la actividad especifica (U.A./ mg prot.) de DNA
polimerasal en fracciones obtenidas después de pasar el extracto crudo de ejes

embrionarios de maiz imbibidos durante 6 horas, a través de una columna de

intercambio iénico de DEAE-sefarosa.
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Actividad especifica de la DNA pol1
20 horas

s
|
> control
£ @ BA
<
=
2 3 4 5

No. fraccion

Figura 3. Efecto de BA en la actividad especifica (U.A./ mg prot.) de DNA
polimerasal en fracciones obtenidas después de pasar el extracto crudo de ejes

embrionarios de maifz imbibidos durante 20 horas, a través de una columna de

intercambio idnico de DEAE-sefarosa.
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En la tendencia general para la DNA polimerasa2, al igual que para la
DNA polimerasal, se observaron incrementos importantes en la actividad
especifica de la enzima proveniente de los ejes tratados con BA respecto a su

control, lo cual se muestra en las figuras 4 y 5.

De estas figuras se obtuvo la informacién del incremento total de
actividad especifica de la DNA polimerasa 2. Se observé un aumento de 280%
en las fracciones enzimdticas de ejes tratados con respecto a las fracciones
provenientes de ejes control de 6 horas de imbibicidn v un aumento de 379%
en las fracciones enzimdticas de ejes tratados por 20 horas con relacidn a la

actividad total mostrada en las fracciones control,
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Figura 4. Efecto de BA en la actividad especifica (U.A./ mg prot.) de DNA
polimerasa? en fracciones obtenidas después de pasar el extracto crudo de ejes

embrionarios de maiz imbibidos durante 6 horas, a través de una columna de

intercambio idnico de DEAE-sefarosa.
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Figura 5. Efecto de BA en la actividad especifica (U.A./ mg prot.) de DNA
polimerasa2 en fracciones obtenidas después de pasar el extracto crudo de ejes
embrionarios de maiz imbibidos durante 20 horas, a través de una columna de

intercambio iénico de DEAE-sefarosa.

44



En la tabla 1 se presentan los resultados de dos experimentos

independientes que muestran las cpms obtenidas de la actividad de las DNA

polimerasas1 y 2 presentes en las fracciones de ejes control y tratados con BA,

imbibidos durante 6 y 20 horas; de esta manera, sc pudo determinar el

comportamiento general de las enzimas provenientes tanto de cjes control

como tratados. Las figuras 2 a 5 corresponden a una de estas dos repeticiones.

Tabla 1 Actividad total de las fracciones de DNA polimerasas 1y 2

Tiempo de | Experiment Actividad DNA Actividad DNA
imbibicion No. polimerasal {cpms) polimerasa2 (cpms)
(h)

6 1 369,600 control 357,647 control
898,500 BA 1°’557,100 BA

6 2 550,100 control
740,300 BA

20 1 673,800 control 1’845,300 control
970,800 BA 3'888,100 BA

20 2 627,900 control 3'177,700 control
798,100 BA 4058,500 BA
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En esta tabla 1 se observa que la cantidad de [metil-"H]-dTMP
incorporado por la accidn enzimdtica es mayor a las 20 horas que a las 6 horas
tanto para ejes control como para ejes tratados; es importante sefialar que la
cantidad de proteina cargada a la columna para las purificaciones de los
extractos de ejes tratados y contro! fue similar en cada caso, aproximadamente
200mg. Esta diferencia en la cantidad de marca incorporada podria estar
reflejando que es en el tiempo de 20 horas cuando estd ocurriendo mds
activamente la sintesis del DNA tanto en ejes control comoe en ejes tratados
con ¢l fitorregulador. También se puede observar que las cuentas son mayores
para la polimerasaZ en ambos tiempos, implicando que es esta enzima la que

estd mds activa de las dos estudiadas.

La tabla 2 muestra los porcentajes de incremento de la actividad
especifica total de polimerasa presente en las fracciones provenientes de ejes
tratados con el fitorregulador con respecto a aquelia presente en las fracciones
provenientes de ejes control; se muestran os datos de la actividad especifica
total de los dos experimentos independientes, mostrados en la Tabla 1 para
ambas enzimas en los dos tiempos de imbibicién empleados. Para determinar
este porcentaje de incremento se tomd la actividad especifica total de las
fracciones control como 100% v se relaciond con la actividad especifica total de
las fracciones provenientes de ejes tratados con la hormona. Se muestra

también el promedio de los porcentajes.
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Tabla 2 Incremento en la actividad especifica total de las DNA poimerasas] y 2

provenientes de ejes imbibidos con BA

Tiempo de No de %incremento No. de % Incremento
imbibcién (h) | experimento | enactividad | experimento | en actividad
especifica especifica
total poll total pol2
6 1 294 1 280
2 2 670
promedio 294 promedio 475
20 1 130 1 379
2 161 2 185
promedio 145.5 promedio 285

Se puede observar que existe en promedic una mayor actividad

especifica de la DNA polimerasaZ2 a las 6 que a las 20 horas. De la polimerasal

no puede concluirse nada al respecto ya que no se tienen datos suficientes para

asegurar que esto también se dé. Sin embargo si puede hablarse de que en

ambos tiempos la actividad especifica de la polimerasa2 es mayor que la de la

polimerasal,
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DISCUSION

Las DNA polimerasas de maiz empleadas para los ensayos de actividad
quedan sélo parcialmente purificadas después del paso cromatogrdfico a travcs
de DEAL-sefarosa; sin embargo, esto es suficiente para obtener resultados
representativos de su comportamiento general en respuesta al tratamiento con

la firohormona benciladenina.

El comportamiento general fué el incremento en la actividad especifica
de las dos enzimas, DNA polimerasas 1 v 2, en ambos tiempos de imbibicién
estudiados (6 y 20 horas), demostrando que ¢l fitorregulador si estd ejerciendo
un notable efecto en la activacion de estas enzimas replicativas, lo cual estarfa
generando, potencialmente, un adelanto en el tiempo de replicacion del
material genético para que pueda darse la divisién celular. Anteriormente se

i)
habia reportado que la cantidad de material genético se duplicaba en menor
tiempo en ¢jes tratados con BA [pM] v que en estos mismos ejes ocurria un
incremente de 3 veces en el indice de figuras mitSticas a las 24 horas de
germinacién con respecto al control (Reyes et al, 1991). También se ha
reportado que uno de los efectos de BA es el de sincronizar en G1 a las células
de tejidos en proliferacién (Cruz-Garefa et al., 1998), de manera que un mayor
mimero de €stas entran a la fase replicativa aproximadamente al mismo tiempo;
esta podria ser otra de las explicaciones del incremento de actividad observado,
ya que si un mayor nimero de células estdn en la etapa de sintesis se observard

una mayor actividad de las enzimas replicativas.

En la tabla 1 se observan diferencias marcadas en el mimero de cuentas

entre ejes control y ejes tratados en 6 y 20 horas para ambas enzimas, lo mismo
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sucede en las diferencias porcentuales mostradas en la tabla 2. En esta segunda
tabla aparentemente los promedios indican que el incremento de la acrividad
especifica podria estar siendo mayor a las 6 que a las 20 horas. Esto pareceriz
indicar que el efecto estimulante que ejerce la hormona sobre las DINA
polimerasas ¢s mds notable en tiempos tempranos de la germinacidén y se
explica porque para este tiempo las células de los ejes control ain no se
encuentran en un estado fisioldgico adecuado para comenzar la replicacidn,
mientras que las células de los ejes tratados con BA ya han entrado ¢n la fase de
sfntesis del DNA, que abarca de las 11 a las 24 horas de la germinacidn

aproximadamente.

Por lo que respecta al tiempo de 20 horas, se puede ver que hay un
mayor nimero de cpms tanto en ejes control como en ejes tratados con BA en
el caso de las dos enzimas. Esta diferencia en la cantidad de marca incorporada
podria estar reflejando que es en este tiempo (20h) cuando ocurre mds
activamente la sintesis del DNA tanto en los ejes no tratados como en los
tratados con el fitorregulador. Para las 20 horas de la germinacidn las células de
ejes control se encuentran de lleno en la fase de sintesis ya que esta ocurre de
las 12 a las 24 horas aproximadamente; en el caso de los ejes tratados con el
{itorregulador, dado que se ha visto anteriormente que €ste provoca un
acortarntento en los tiempos de los eventos del ciclo celular adelantdndose por
tanto la replicacién (Reyes-Jiménez et al,, 1991; Cruz-Garcia et al., 1995), se
especula que las células han completado un ciclo y podrian estar comenzando
ottra vez a replicar su material gendticc para una nueva divisidn.
Alternativamente, nuevas poblaciones celulares podrian estar entrando a la fase

S.
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De los datos de actividad presentados en la tabla 1 se observa que en
general es mayor la cantidad de marca incorporada por la DNA pol2 lo cual
sugiere que estd ocurriendo una mayor estimulacién de esta DNA polimerasa,
ya que las diferencias de actividad entre los ejes control y los tratados son
mucho mayores que las que se tienen para la DNA polimerasa 1. Esto también
se puede deducir de los grdficos donde la actividad de fas fracciones de
polimerasaZ de ejes tratados con la fitohormona es varias veces mayor que la de
las fracciones control, mientras que este aumento no ¢s tan marcado para las

fracciones de polimerasal.

Los pdrafos anteriores sefialan a la DNA polimerasa2 como el blanco
que responde con mayor intensidad a los\ estimulos que causa la benciladenina.
Esto significarfa que de las dos DNA polimerasas de maiz, la que ha sido
clasificada como tipo o es la que se hace mds activa.

Dado gue es la polimerasa o quien interviene en la sintesis de cebadores
para la cadena continua y mds activamente para la cadena retrasada, en la
sintesis de los fragmentos de Okazaki, resulta muy interesante que sea €sta la
que incremente mds su actividad y no la DNA polimerasa 8, que es la enzima
procesiva (solo st estd asociada a PCNA). Se podria especular que ya que la
polimerasa o es la primera de las DNA polimerasas que ingresa a la "burbuja
de replicacién’, si la pol2 (tipo o) fuese la principal receptora de los efectos de
BA, su activacidn podria estar llevando en consecuencia a la activacién de la
poll (tipo 8). La actividad de las DNA polimerasas determinada /n vitro

sugiere el comportamiento que podrian tener estas enzimas in vivo.

En todos los experimentos realizados se observd (como se ve en los

grificos) un barrido de la actividad; es decir, esta eluyé en varias fracciones.
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Esto podria deberse a que la subunidad catalitica de las polimerasas estd
asociada a otras proteinas, como se ha reportado en células HeL.a (Vishwanatha
et al., 1986); por cllo la interaccion de las diferentes subunidades con la resina

resulta en diferentes grados de afinidad.

La resolucidn cromatogrdfica de la polimerasa 2 proveniente de ejes
imbibidos por 6 horas fue ligeramente diferente a la de la enzima de 20 horas,
ain cuando los extractos fueron obtenidos de la misma manera y las
condiciones cromatogrdficas empleadas fueron iguales. Estoc es quizds
indicativo de alguna modificacién proteica, de la cual se tiene evidencia
(Coello y Vizquez-Ramos, 1995).

En los experimentos realizados se encontré que la actividad de DNA
polimerasa de cjes tratados con BA empezaba a eluir una o dos fracciones antes
que la actividad de los ejes control; se piensa que esto podria deberse a dichas
modificaciones postraduccionales, por fosforilacidn, que sufre(n) alguna(s)

subunidade(s) de la holoenzima (Coello y Vizquez-Ramos, 1995.).

Esta fosforilacidn podrfa ocurrir en tiempos anteriores para ejfes tratados
con BA con respecto a los ejes control, dado ¢l adelanto de los eventos del ciclo
celular que provoca esta hormona (Reyes-Jiménez et al., 1991) y aunque parece
no haber una relacién directa entre el estado de fosforilacién con la actividad de
la pol2 de maiz (Coello y Vézquez-Ramos, 1995) esta modificacidén podrfa estar
interviniendo en la unidn al DNA o a alguna(as) otra(s) proteina(s) del
replisoma, como sucede en levaduras y otros sistemas de células eucariotes

{Wang, 1991). Este tdpico sigue en investigacién en nuestro laboratorio.
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CONCLUSIONES

De los resultados analizados se puede concluir que el fitorregulador
benciladenina activa a las DNA polimerasas replicativas de ejes embrionarios
de maiz, poll v pol2. Par ello se intuye que se acelera la entrada a la fase § del

ciclo celular.

Se encontré que la pol2, tpificada como DNA polimerasa tipo o,
presenta una respuesta mayor en cuanto a2l incremento de su actividad que la

DNA poll, tipificada como tipo 6.

La diferencia en la respuesta a BA (entre ejes control y ejes tratados),
parece ser mayor en tiempos tempianos que en tiempos tardios de la
germinacidn, lo que correlaciona con los estados fisioldgicos en los que se
encuentran las células de ejes en germinacidén normal (control) v las de ejes en

germinacion acelerada (BA).
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