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RESUMEN

La sintesis replicativa del DNA es Um evento que ocurre relativamente
tarde durante la germinaci6én de semillas. No obstante, se ha observa
do que existe un bajo nivel de sintesis de INA, que puede detectarse
dentro de la primera hora y que precede al proceso replicativo. Di -
cha sintesis temprana de INA se ha cansiderado que pudiera ser de ti-
po reparativo.

Con el fin de distinguir el tipo de sintesis que se 1lleva a cabo en -
la etapa temprana de la que ocurre en la etapa tardfa de la imbibi --
cién de ejes embrionarios de maiz, se escogif determinar si existia -
alguna diferencia en el tipo de enzima que sintetiza el INA en ambos
periodos.

Para poder lograr esto, se mont6 la técnica de aislamiento de DNA po-
limerasa, con la que se logr6 purificar parcialmente la actividad del
tipo de enzima presente mayoritariamente en ambas etapas y se llevS a
cabo la caracterizacién de cada una de ellas.

Los resultados obtenidos muestran que las enzimas aisladas en ambas -
etapas corresponden a una INA pol. tipo o , en base a sus requeri --
mientos, pero sobre todo a la respuesta a varios compuestos que se sa
be inhiben especfficamente a las DNA polimerasas tipo alfa.



INTRODUCCION

Las monocotiledéneas contribuyen de manera muy importante a la econo
mia del hombre, y entre éstas las gramineas constituyen una de 1las
principales fuentes alimenticias en el mmdo. El conocimiento de la
estructura y funciones bioquimicas de sus semillas durante los even-
tos trempranos de la germinaci6n, pueden suministrar un mejor enten-
dimiento de los sistemas de control que determinan el buen estableci
miento de la plintula. El mafz, Zea mays Linnaeus, es un buen ejem -.
plo.

LA SEMILIA.

Para la mayoria de las plantas, la semilla es un paso muy importante
en su ciclo de vida, pues esta contiene la planta en miniatura para
propagar la especie y lograr asi su supervivencia. Para poder 1lo -
grar su funcién como unidad de dispersién, la semilla se encuentra
bien equipada, tanto fisiol6gica como estructuralmente. Asimismo, -
estd provista de reservas alimenticias para poder sostener a la plan
tula joven hasta que es autosuficiente, es decir, hasta que es capaz
de fotosintetizar.

El desarrollo de 1la semilla se inicia con la fertilizaci6én del 6vulo.
Es una estructura compleja constituida por un embridn rodeado por
una cubierta protectora. El cmbrion generalmente se deriva de la -



fusién del niicleo de los gametos femenino y masculino. La cubierta
o testa se origina de la planta materna y generalmente se desarrolla
de los integumentos del 6vulo. Ademis, las semillas de las angios -
permas contienen endospermo el cual se deriva, al igual que el em -
brién, del material genético materno y paterno y constituye un teji-
do de almacenamiento de alimentos. (Bewley y Black, 1978).

Una vez formada la semilla, se inicia una desecacién progresiva de

los tejidos. El contenido de humedad de la semilla completa, inclu-
yendo el embridn, cae desde 80-90% hasta un 10% en pocos dias. A pe
sar de esta extrema déshidrataci6n, el embridon desecado puede perma-
necer vivo semanas, afios o décadas dependiendo de la especie. El -
principal requisito para reanudar la actividad sintética y reiniciar
el crecimiento y desarrollo del embrién es la adicién de agua.

La desecaci6n, cambia profundamente la subsecuente actividad bioqui-
mica de las células vivas del embrién. La sintesis de macromolécu -
las: DNA, RNA y proteinas se detiene, y el embridn entra en un esta-
do de minima actividad metabSlica. Bajo esta condicin, puede resis
tir las viscisitudes del medio ambiente.

GERMINACION.

Es el conjunto de etapas sucesivas que llevan a que la semilla cam -
bie de su estado quiescente o latente, al metabSlicamente activo, des
pertandose con ello una serie de eventos moleculares que llevan final
mente a la formaci6n de una plantula a partir del embrién. Aunque el
concepto de germinacién no es fiacil de definir, generalmente se dice

que ha ocurrido una vez que una parte del embri6n, normalmente la ra-
dicula, atraviesa completamente la cubierta de la semilla. Este acon
tecimiento es precedido por una seric de eventos que son acompafiados
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por, o terminan en un incremento irreversible en el volimen del eje
embrionario. Desde un punto de vista bioquimico, la germinacién po
dria definirse como la serie de eventos moleculares que anteceden a
la primera division celular.

Para que una semilla pueda germinar; debe colocarse en condiciones
favorables. Entre las condiciones medioambientales mas importantes
que se requieren para que este proceso se lleve a cabo se encuentran:
un apropiado suplemento de agua, temperatura y composicidn de gases
ulecuado y para algunas semillas, la luz es un factor importante -
{Mayer-y Poljakoff-Mayber, 1975).

El agua es esencial para la rehidratacién como un paso inicial en la
germinacién. El periédo inicial de absorci6n de agua, denominado im
bibicidn, aparece como una hidratacion fisica de las paredes celula-
res y de los coloides citopldsmicos. La cantidad de agua absorbida

por la semilla depende de factores tanto propios, como medioambienta
les.

Aunque la toma de agua es una condicidn necesaria, no es suficiente.
La germinacidn es un proceso de las células vivas y requiere de umn
gasto o consumo de energia. los requerimientos de energia general
mente son proporcionados por los procesos de oxidacién en presencia
de oxigeno, lo cual involucra un intercambio gaseoso, salida de bid
xido de carbono y entrada de oxigeno. Es por esto que la germinacidn
puede verse afectada por la composicidn de gases de la atmdsfera que
rodea a la semilla (Hourmant y Pradet, 1981; Mocquot, et af, 1981).

Otro factor importante que influye en la germinacién es la temperatu
ra. La temperatura Gptima para el desarrollo del embrién varia de
acuerdo con la especie y las condiciones ambientales. Para cada es-



pecie, existe una temperatura mixima y una minima, por arriba o deba
jo de la cual la germinacidn no ocurre. Ademis, la temperatura ejer
ce un marcado efecto sobre la velocidad de entrada del agua a la se
milla. (Ching, 1975). i i

La cubierta de la semilla también puede ejercer una profunda influen
cia sobre la capacidad de germinacién de muchas semillas. La cubier-
ta puede regular la germinacién estableciendo una barrera de permea-
bilidad y con ello, interfiriendo en 1a toma de agua; el intercambio
gaseoso, particularmente la toma de oxigeno; y la salida, por difu-
sién, de inhibidores end6genos de la germinacidn. Ademds, la cubier
ta puede también ofrecer resistencia mecinica al crecimiento del em-
brién.

Un factor adicional que puede también influir en la capacidad de ger
minacién de una semilla es la viabilidad del embrién. A lo largo -
del periodo que la semilla permanece seca, ocurren continuamente pe-
quefios cambios dentro de las células vivas, los cuales pueden even-
tualmente llevar a la pérdida de viabilidad y vigor o sea, al enveje
cimiento de la semilla. E1 periodo de tiempo que una semilla perma-
nece viable es muy variable, y depende tanto de las condiciones de -
almacenamiento como del tipo de semilla.

En suma, bajo condiciones ambientales favorables, la absorcién de -
agua por l1a semilla desata una serie de cambios que dan como resulta
do el desarrollo de una plﬁntuI.a. El embribn respira rapidamente, <
pasando al estado metab6licamente activo y empieza a crecer tomando
el alimento que ha estado almacenado en la semilla.



ALGUNOS ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA GERMINACION.
SINTESIS DE PROTEINAS Y RNA DURANTE LA GERMINACION.

La sintesis de proteinas no ocurre en la semilla seca, comienza cuan
do las células estdn suficientemente hidratadas para permitir que
los ribosomas se asocien con el RNAm.

Dentro del reino vegetal, el sistema que ha sido mds estudiado es el
enbrién de trigo. Se sabe que la formaci6én del complejo de inicia
cién de la sintesis de proteinas esta limitado por la wiidn de 1la-
subunidad pequefia del ribosama, 40S, con el metionil RNAt, cn el si
tio de iniciacién indicado en el RNAm, y la posterior unién de ‘la
subunidad grande del ribosoma, 60S, quedando formado entonces el com
plejo de iniciacién 80S (Mircus, et af, 1970; Tarrago, et af, 1970;
Weeks, et af, 1972). Para que esto se lleve a cabo, se requiere de
la intervencién de unos factores proteicos solubles, denominados fac
tores de iniciacidn, que se sabe estdn presentes en la semilla seca
(Seal, et at, 1972), GIP y tal vez ATP.

Para que la elongacién de la cadena pueda llevarse a cabo, se requie
re ademds de la presencia de otros factores proteicos solubles, al -
menos uno para ir colocando los subsiguientes aminoacil-RNAt en la
posicidn correcta en el RNAm, y otro para llevar a cabo la transloca
cién del ribosoma sobre el RNAm, denominados factores de elongacidn

y que requieren GIP para su actividad (Golifiska y Legocki, 1973; Twar
dowski y Legocki, 1973).

Es claro que la sintesis de proteinas ocurre en la semilla poco des
pués de la imbibicién (Fujisawa, 1966; Marcus, 1969; Walton y Soofi,
1969). El tiempo exacto parece ser variable. En embriones disecta-
dos de trigo y centeno (Marcus, et af, 1966; Roberts, et af, 1973; -
Sen, et af, 1975) y en ejes disectados de Phaseofus vulgarnis (Gillard
y Walton, 1973) sc ha demostrado que dicha sintesis comienza dentro
de los primeros 15-30 min. de ser colocados a imbibir en agua.
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Asimismo, se ha observado que los polisomis se encuentran ausentes -
en las semillas secas, y que durante la imbibicién, la formacion de
estos se ve acompafiada por la concomitante disminucién en el nimero
de polisomas libres (Marcus y Feeley,1964).

Existe una cuesti6n, que hasta la fecha ha creado controversia, en
relaci6n a si la sintesis de proteinas en la semilla que sc pone a
imbibir es o no precedida forzosamente por la sintesis de novo de -
RNA, particularmente, RNAm.

A este respecto, existen reportes que muestran que la sintesis de
proteinas de novo puede ocurrir en la ausencia de una concomitante -
sintesis de RNA tanto en semillas de algodon (Dure y Waters, 1965),
embriones de trigo (Marcus y Feeley 1964; Chen, et af 1968), y semi
1llas de chicharo (Barker y HollinTshead, 1964), La conclusidén se ba-
sa en evidencia de la continua incorporacidn de aminodcidos marcados
en proteinas insolubles en 4cido tricloracético (TCA) en la presen-
cia de actinomicina D, un inhibidor de la sintesis de RNA.

Ademds, Weeks y Marcus (1971), encontraron que una fraccién celular
(fraccidn mensajera, FM), obtenida a partir de embriones de semillas
de trigo secas, podia estimular la sintesis de proteinas {n vitro.
Durante los primeros minutos de imbibicién, hay un aumento en la ac-
tividad de ™M en el embrién, la cual declina ripidamente hasta ausen
tarse en embriones imbibidos por tres horas. A medida que la activi
dad de 1a FM decrece el nimero de polisomas aumenta. Esto aporta -
una prueba de la existencia de RNAm almacenado presente en el embrién
seco, y que éste se une ripidamente a ribosomas durante la imbibicidn
temprana.

Resultados de este tipo apoyan el concepto de que durante la etupa
temprana de germinacion, la sintesis de proteinas esti dirigida uni-



camente por RNAm de vida media larga, y que dicho RNAm es sintetiza-
do durante la embriogénesis, almacenado en la semilla seca, y reacti
vado como molde s6lo después de la imbibici6n en agua durante la ger
minacién. No obstunte, existen otros reportes que muestran la exis-
tencia de sintesis temprana de RNA en la germinacién.

En 1979, Cheung y colaboradores, proporcianaron evidencia de que des
pués de 40 min. de imbibicidn, la sintesis de¢ proteinas en trigo, es
dirigida por RNA sintetizado de novo, mis que el RNAm almacenado. -
Otrus grupos han obtenido evidencia de que algunos de los RNAm alma-
cenados codifican para proteinas de reserva de la semilla (Bollini y
Chrispeels, 1977; Mori, et al, 1978). Esto podria significar que -
parte del RNAm almacenado es el restante que fué traducido durante -
1a maduracidn de la semilla, pero no fué degradado cuundo la semilla
se sec6. - Desde luego que esto no descarta la posibilidad de que den
tro de estos RNAm almacenados puedan existir algunos especificos de
germinacién.

La pregunta crucial de si estos mensajeros de vida media larga, que
estin presentes en el embrién seco, juegan un papel controlador en
la germinacién y en que tiempo los mensajeros sintetizados de novo
son esenciales para el desarrollo, atin permanece sin respuesta..

Otro punto de controversia, es con respecto al perfodo de sintesis

de las diferentes especies de RNA. En 1973, por estudios realizados
en trigo, se sostenia que 1a sintesis de los diferentes RNAs se ini-
ciaba secuencialmente (Dobrzanska,et al, 1973). Dichos estudios mos
traban evidencia de que la sintesis de RNAm comenzaba antes que 1la

del RNAr. Mas adelante, Spiegel y colaboradores (1975) y Sen y co-
laboradores (1975), mostraron claramente que la sintesis de RNA toma
ba lugar tan pronto como los embriones se ponian a imbibir y que se
detectaba simultdneamente tanto RNAr como RNA poliadenilado marcado.
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Otros investigadores reportaron resultados similares con otras espe
cies (Payne, 1977; Takaiwa y Tanifuji, 1979).

La sintesis de RNA durante la imbibici6n temprana requiere la presen-
cia de una RNA polimerasa activa.Se ha visto que la enzima esti pre-
sente tanto en embriones de trigo como de cebada secos (Jendrisak y
Becker, 1973; Fabisz-Kijowska, et af, 1975), y que la enzima parece
estar disponible en cantidades suficientes para catalizar la sinte-
sis de RNA inmediatamente después de la imbibicién.

Existe un aporte suficiente tanto de RNAt como de sus respectivos ami
noacil- RNAt sintetasas, presentes en el sobrenadante de semillas se-
cas, para apoyar la sintesis de protefnas. No obstante, la sintesis
de RNAt se ha visto que comienza dentro de los primeros 30 min. de im
bibici6n en embriones de centeno y trigo (Sen, et at, 1975; Marcus, -
et al, 1966); pero no se sabe cuando o si es que este RNAt estd invo-
lucrado en la sintesis temprana de protefinas.

SINTESIS Y REPARACION DE DNA DURANTE LA GERMINACION.

Durante la germinacidn, la secuencia de eventos que parecer ser comn
a embriones de un buen nGmero de semillas de gramfneas puede dividir-
se en: a) eventos tempranos; hidratacién, sintesis de proteinas, sin-
tesis de RNA y reparacién de DNA y b) eventos tardfos o secundarios;
expansi6én celular, replicacién del DNA y movilizaci6n de reservas -
(Osborne 1983).

Esta secuencia disminuye progresivamente conforme la semilla envejece
y pierde viabilidad, con lo que podrfia resultar el aplazamiento del
tiempo al cual ocurre la replicacién del DNA en el embridon. En embrio
nes de cebada de alta viabilidad, la replicacién del INA en la punta
de 1a rafz y coleoptilo ocurre entre las primeras 3 a 4 hrs. de imbi-
bicién, pero en embriones de baja viabilidad puede posponerse hasta -
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11-12 hrs. (Osborne, 1983). La disminucién en la velocidad de germi-
nacidn no necesariamente evita o previene que e produzca, eventual-
mente, una plintula normal.

El tiempo exacto en que comienza la sfntesis replicativa del INA no
se ha podido determinar, mis bien parecer ser variable, y va desde 4
hasta 12 hrs. de imbibicién (Chen y Osborne, 1970; Mory, et af, 1972;
Buchowicz, et af, 1978; Vazquez y Lopez, 1986).

En el caso del maiz, existen datos que indican que la sintesis repli-
cativa del DNA, medida como incorporacién de un nuclegtido marcado, -
podria dispararse a las 9 hrs. de imbibici6én (Vizquez-Ramos y Lépez,

1986); aunque a tiempos anteriores, se observa un pequefio incremento
en la incorporaci6n de la marca, lo cual podrfa atribuirse, como se
vers mas adelante, a una posible sintesis reparativa del DNA.

Tanto procariotes como eucariotes contienen sistemas efectivos de re-

paracién del DNA que mantienen la integridad del genoma (Hanawalt, et
af, 1979). Estos sistemas de reparacidn operan por el reconocimiento

del sitio dafiado en la molécula del DNA, seguido por la incisién en -

el locus defectuoso por endonucleasas especificas.Elsubsecuente reco-

nocimiento de la nxptm'a en la cadena por una combinaci6n de exonuclea
sa-polimerasa lleva a la escisi6n del fragmento que contiene la lesi6n
y la resintesis de la secci6n, tomando como molde de INA la cadena -

- opuesta. La reparacién completa se logra cuando la muesca se sella -

gracias a la actividad de DNA ligasas especificas.

Se ha observado 1a reparaci6n de lesiones inducidas en el DNA de célu
las vegetales para diferentes tejidos, incluyendo plintulas (Soyfer,
1979) y embriones de semillas (Veleminsky, et a£,1977; Osborne, et af,
1980): Asimismo, se ha demostrado que se lleva a cabo la reparacién
de rupturas de una sola cadena inducidas por irradiaci6n con rayos y o
tratamientos quimicos en embriones de cebada (Veleminsky y Gichner,
1978).
10



En 1978, Cheah y Osborne, demostraron que el DNA de embriones en el
estado seco, afn de semillas de alta viabilidad, posee rupturas de ca
dena sencilla. Posteriormente, se encontr6 que la mayoria de estas
rupturas son reparadas por una sfntesis de INA no programada, posible
mente de tipo reparativa, que ocurre dentro de los primeros 30 min. -
de imbibicién. Dicha sintesis es estable y se mantiene- (Osborne, -et
al, 1980; Vdzquez-R. y Osborne, 1986).

Un aspecto importante de la pérdida de viabilidad es la disminucién - -
progresiva en la velocidad de germinaci6n, seguida por un retardo en’
el establecimiento de la pl4ntula. Dicha disminucién en.la germina-
ci6n, puede en realidad reflejar la demora en lograr la restauracién
de la integridad del DNA como molde. La transcripcitn de todas 1las
especies de RNAs (incluyendo RNAm) esenciales para el establecimiento
de los nuevos patrones de crecimiento en la germinaci6n, depende de -
la integridad de la informacién genética. A menos que los eventos e
parativos en el embrién se logren por completo, los eventos subsecuen
tes y posteriores no podrén' operar adecuadamente.

Experimentos recientes con centeno, indican que un factor importante
para el éxito de los eventos bioquimicos tempranos en la germinacién,
es la efectividad con que operan los sistemas.de reparacién del INA
durante las primeras horas de imbibicién (Osborme, et af, 1984). La
restauraci6n efectiva del molde genético durante las primeras horas
de imbibicién puede ser el principal factor que determine 1la veloci-
dad de germinacién y vigor, y con ello, la sobrevivencia del nuevo -
individuo.

Para que puedan llevarse a cabo dentro de la célula los diferentes
procesos que involucran al INA, como son la reparaciGn y replicacifm,
‘se requiere de 1a accién concertada de un gran nGmero de f)rotefnas-
diferentes. Dentro de todas ellas, las DNA polinerasas-INA dependien
tes juegan un ﬁai:el miy importante en ambos procesos.
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DNA POLIMERASAS.
GENERALIDADES.

Las DNA polimerasas-DNA dependientes son las enzimas encargadas de -
1llevar a cabo la incorporacién de los cuatro desoxirribonuclebsidos
5'-trifosfatados (dATP, dCTP, dGIP y dTTP) a un molde materno de DNA
de acuerdo al apareamiento de bases Watson-Crick, A con T y C con G,
con la liberacién de pirofosfato inorgdnico. |

Desde el descubrimiento de la primera DNA polimerasa, esta clase de

enzimas se ha encontrado que estdn presentes en formas mfiltiples en
todos los organismos estudiados hasta la fecha, desde procariotes -
hasta eucariotes. Aunque estas pueden diferir en algunas de sus pro
piedades fisicas y quimicas, presentan similitudes importantes. To-
das requieren de un iniciador o cebador que tenga un extremo 3'-CH -
libre, el cual puede ser DNA o RNA, para poder polimerizar. Requie-
ren de un cati6n divalente, magnesio o manganeso, y de un molde de
DNA para su accién y solo actian sobre los nuclebsidos 5'-trifosfata
dos. La nueva cadena de DNA se sintetiza en forma complementaria y
antiparalela en direccion 5'-3'.

En procariotes se sabe que existen tres tipos diferentes de DNA poli
merasas, denominadas DNA pol I, II y III, de acuerdo al orden en que
fueron descubiertas (Kornberg, 1980). Se han podido estudiar las -
funciones biolégicas de cada una de ellas debido, en primer lugar, a
la facilidad para manejar este tipo de organismos, su tiempo de gene
raci6én tan corto, pero sobre todo, a la posibilidad de obtener mutan
tes condicionales letales de los genes que codifican para cada una -
de ellas. En la tabla I se muestran alélmas de las caracteristicas

y propicdades mus importantes de estas tres clases de polimerasas.
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TABLA |. Algunas propiedades de lo DNA polimerase I, Iy I de
Escherichia coli.

pol T poil | poiml
Funciones:
Polimerizacidn S —3' * + +
Exonucleasa 5'—2' + - +
Exonucleasa 3'—5' + +
Molde sintético:
Ouplex intacto - - -
Cadena sencilla cebada + - -
Ouplex con cortes + - -
Actividad:
20mM 60 60 100
EfectodeKCl| SOmM 80 100 $0
porciento del | 100mM 100 70 10
dptimo. 150mM 80 50 0
Inhibicidn por 2-desoxiondiogos| - + +
Inhibicidn por ara-CTP - + -
Inhibicion por agentes bloquea-
dores de grupos sulfhidrilo. - + +
Generales:
Tamafo (K d) 109 120 140
Genes estructurales pol A pol B pol C

+y-representan la presencia o ausencia respectivamente de la propiedad

enlistada.

Tomado de Kornberg, 1980. (pdg.169 ).




En el caso de eucariotes, tanto la purificacién como la caracteriza-
cioén de este tipo de enzimas es mis complicado, pero se ha encontra-
do que existen al menos cuatro tipos diferentes de DNA polimerasas,
a las cuales se les han designado letras griegas para poderlas dife-
renciar de las DNA pol. de procariotes. A continuacidn se hace una
pequefia revision de cada una de ellas.

DNA POLIMERASA ALFA.

Fué la primera DNA pol. de mamiferos parcialmenté purificada y aisla
da (Bollum, 1960). Este tipo de polimerasa parece estar siempre pre
sente en células que estan en crecimiento, desde eucariotes inferio-
res, hasta mamiferos. Una caracteristica propia de este tipo de po-
limerasas, es su sensibilidad a agentes bloqueadores de grupos sul-
thidrilo, como son N-etilmaleimida, NEM, y parahidroximercuribenzoa-
to (Bollum, 1975). Esto habla de 1a presencia de grupos sulfhidrilo
en el sitio activo de la enzima. Asimismo, es altémente inhibida -
por afidicolina (Ikegami, et af, 1978), 1- B-D-arabinosilcitosina 5'-
trifosfato, ara-CTP, (Yoshida, et af, 1977; Okura y Yoshida, 1978) y
por altas concentraciones de cationes monovalentes. Ademds, muestra
un requerimiento absoluto por un catidn divalente, Mg++ preferencial
mente.

Este tipo de enzima es altamente soluble; cuando se realizan extrac-
ciones celulares acuosas, la mayor parte de la enzima se encuentra -
en la fraccidn citopldsmica. Este hecho provocé una gran controver-
sia durante nucho tiempo, con respecto a la localizacidn intracelu -
lar de 1a enzima. Pero mediante la utilizacidn de métodos de extrac
cién mds refinados se ha podido mostrar quc la enzima se encuentra -
en el nicleo (Foster y Gurney, 1976; llerrick, ef af, 1976). Métodos
inmunoquimicos mis recientes parecen indicar que la DNA pol. o puede
cstar localizada en la regidn perinuclear del citoplasma (Brown, et

af, 1981). 14



La primera evidencia de que esta enzima estaba involucrada en la re-

plicaci6n del DNA, vino de estudios realizados con c€lulas que se es
timlaban a dividirse; incluyendo higado en regeneracién después de

una hepatectomia parcial y estimulaci6n de linfocitos con fitohema-

glutinina. Estas células mostraban un incremento de pol.q , el cual
era paralelo a la velocidad de sintesis de DNA (Chang y Bollum, -

1972; Baril, et al,-1973; Coleman, et al, 1974). Taubién se ha -ob-

servado que 1a DNA pol. aes la principal polimerasa asociada con -

los cromosomas de SV-40 replicindose (Edenberg, et af, 1978). "Ade-

mis, se ha observado que la afidicolina previene la division mitdti-

ca de embriones de erizo de mar, la cual requiere de la sintesis re-

plicativa del DNA; pero no afecta la divisidn meiStica de oocitos de

estrella de mar, la cual no depende de la replicacién del DNA (Ikega
mi, et al, 1978). '

Estos hechos, junto con su capacidad para utilizar DNA cebado con -
RNA, han 1levado a la proposicion de que el papel principal de este
tipo de polimerasa es llevar a cabo la sintesis replicativa del DNA.
Estudios més recientes, indican que este tipo de polimerasas también
participa en mecanismos de reparaci6n por escisidn (Snyder y Regan,
1981; Miller y lui, 1982; Seki, et af, 1982; Yamada, et af, 1985).

Se ha podido observar una gran heterogeneidad en cuanto al peso mole
-cular de las diferentes DNA pol. tipo a aisladas a partir de una -
_gran variedad de sistemas celulares, que van desde 70,000, hasta -
1,000,000.. Algunas de las DNA polimerasas o que se han aislado es-
‘tan formadas por varias subunidades; constituidas por un corazén o -
centro.catalftico con un PM aproximado de 150,000, en asociacién con
“otras 3 o 4 subunidades menbres que van de 40-60,000 de PM (McKune y
Holmes, 1979; Grosse y Krauss, 1981; Masaki, et af, 1982).

Estudios mis recientes, han mostrado que la DNA pol. a se encuentra
asociada a una actividad de DNA primasa, aislada a partir de varias
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fuentes diferentes, como una parte de la molécula multimérica (Cona-
way y Lehman, 1982; Shicda, et al, 1982; Tseng y Ahlem, 1982; Kaguni
et al, 1983; ; Yagura, et af, 1983; Holmes, et af, 1985; Suzuki,et -
af, 1985). La-DNA primasa es la enzima encargada de sintetizar pe -
quefios fragmentos dé oligorribonucle6tidos que funcionan como  ceba-
“dor para ser extendidos por la DNA pol. formando asi los fragmentos
de Okazaki. La replicacién del INA por el complejo eucaridtico INA
polimerasa-DNA primasa involucra la sintesis de pequefios fragmentos_
de RNA cebador por la primasa, seguido por la replicacisn de la cade
na de DNA por la INA pol.

Es muy posible que la DNA pol. encargada de llevar a cabo la replica
cién del DNA,pol. a , por -comparaciéﬂ con la DNA pol. III de Esche
néchia coli, sea ténﬁi’én'ma holoenzima constituida por varias sub-

unidades, las cuales desempefian 'Adifere:ntes funciones dentro del pro-

ceso. Al menos se ha podido determinar yaf"la asociacidn de una acti
vidad de DNA primasa; afin falta realizar muchos estudios para deter-

minar las funciones de las demds subunidades relacionadas con la ac-

tividad de DNA pol. @« . No se habia reportado que existiera una ac
tividad de tipo mucleolitica asociada con esta enzima. Actualmente.

se discute sobre la posibilidad de que 1a DNA pol. ¢ (designada -

con esta letra por ser la filtima pol. de eucariotes descubierta) 1la

cual presenta una actividad de exonucleasa 3'-5' y DNA primasa asocia
da a ella; sea o ™0 en realidad wna pol. tipo o con estas dos acti-

vidades asociadas, pero de eso se hablard mis adelante, cuando se re
¥isen los datos referentes a la DNA pol, 8.

DNA POLIMERASA BETA.

Hasta hace algunos afios, se- pensaba que este tipo.de polimerasa era -
esclusiva de los animales, ya que no se habia podido detectar activi-
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dad tipo B ni en eucariotes inferiores, ni en plantas (Chang, 19-
76). En la actualidad, existen reportes que indican la presencia de
una enzina de este tipo tanto en hongos (Baril, et af, 1980), proto-
zoarios (Furukawa, et af, 1979), asi como en el reino vegetal, a lo
cual se hard referencia mas adelante. Lo anterior indica que este -
tipo de actividad, INA pol. B, puede estar universalmente presente
en todos los organismos eucarifticos. Sin embargoe, en estas espe-
cies no animales, la pol. tipo B no estd presente en todos los te-
jidos, o en todos los estados del desarrollo. En Tetrahymena por -
ejemplo, 1a produccidn de pol. tipo g se limita a la fase logaritmi
ca tardia de los cultivos, En Drwosophila, pol. B es dificil de de-
tectar en estadios tardfos del desarrollo. Esto podria explicar el
hecho de no haber podido detectar anteriormente este tipo de enzima
en estos organismos.

Las pol. tipo B no requieren de grupos sulfhidrilo para su actividad
y por tanto, no son inhibidas por agentes bloqueadores de estos gru-
pos y,.a diferencia de lo que ocurre con las pol. tipo o , éstas -
son estimuladas por altas concentraciones de cationes monovalentes.
Este tipo de enzima, es fuertemente inhibida por ddNIP, e insensible
a ara-NTP y afidicolina. Por ello, estos inhibidores son muy Gtiles
para poder distinguir a los diferentes tipos de polimerasas. Ademis,
este tipo de pol. muestra una gran resistencia a agentes quimicos co
mo 4cido fosfanoacético,urea 5M y alcohol o acetona al 20-25%. (Bol-
den, et af, 1975; Chang, 1973).

El tipo de molde sintético que prefieren es INA con huecos, al igual
que las pol. tipo a . Este tipo de pol. se localiza exclusivamente
en nficleo, unida fuertemente a la cromatina (Foster y Gurney, 1974).
La enzima purificada esti libre de actividad nucleolitica. Es una -
enzima relativamente pequefia, consiste de un solo péptido con un coe
ficiente de sedimentacién 4S y un PM entre 30-40,000. Tiene punto -

isoeléctrico bisico.
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Afn no sec ha definido cual es su papel preciso 4in vivo, aunque se lc
ha atribuido una funcién principal en la reparacién del INA. En pri
mer lugar no existen fluctuaciones medibles en su actividad durante
el ciclo celular (Spadari y Wissbach, 1974; Chiu y Baril, 1975). En
linfocitos estimulados por fitohemaglutinina, el mayor incremento en
pol. tipo R se encontr§ que coincide con el pico de actividad repa
radora y minima replicacién del DNA (Bertazzoni, et al, 1976). Final
mente se encontrd que la pol. tipo B puede participar en reparacién
por escisitn del DNA en neuronas no dividiéndose, dafiadas con luz U.
V. (Hubscher, et at, 1979; Waser, et af, 1979), que no contienen pol.
o . Estos resultados se han confirmado para otras especies (Pedra
li-Noy y Spadari, 1980; Siedlecki, et af, 1980). Estudios mis re-
cientes sugicren que la DNA pol. B funciona sola en la reparacién de
tramo corto, pero que tanto a como B estin involucradas en la repara
ci6n de tramo largo (Mosbaugh y Linn, 1984).

DNA POLIMERASA GAMA.

El tercer tipo de DNA pol., pol. Y , constituye s6lo una pequefia por
ci6n de la actividad total. Al igual que las pol. tipoa y B, mues
tran una naturaleza heterogénea cuando.se le aisla, y se han reporta
do P.M. de 110-300 Kd. (Spadari, et af, 1974), y también es com(n en
contrar formas agregadas de la misma. No se ha encontrado actividad
nucleolitica intrinseca. Tiene punto isoeléctrico 4cido.

Una caracter{stica muy importante de este tipo de pol., que en parte
se toma para distinguirla de 1la pol. tipo o ya que presentan muchas
caracterfsticas en comfn, es que puedc copiar ademis de moldes de -
DNA naturales o sintéticos, una gran variedad de ribohomopolfmeros -
sintéticos como polirA, polirC, etc. (Gerard, 1975; Knopf, et af, -
. 1976). Ademis también pucde distinguirse de a y B , porque las pol.
Ztipo y son estimuladas tanto por cationes monovalentes como
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por fosfato cn presencia de KCl, cosa que no ocurre con pol. a , ya
que cs inhibida por altas concentraciones de cationes monovalentes,
o con pol. B , la cual wuestra inhibicién en presencia de fosfato.
La pol. vy es inhibida por agentés bloqueadores de grupos sulfhidri-
lo y ddNTP, pero es insensible a afidicolina.

La actividad de la enzima muestra una correlacidn con la replicaci6n
de_l: INA, y por ello se ha sugerido que pudiera estar involucrada en
1a replicacién del DNA. Un dato interesante, surge por el hecho de
que este tipo de pol. es muy similar a la pol. encontrada en mitocon
dria. Esto ha llevado a que algunos investigadores sugieran que, -
de hecho, 1a DNA pol. v es la mitocondrial y que no esti involucra-
da en la sintesis del DNA nuclear (Hbscher, et al, 1979, Geuskens,
et at, 1981); independientemente de que esta pueda localizarse en el
nficleo. No obstante, algunos trabajos han mostrado que existen dos
poblaciones distintas de enzimas capaces de utilizar polirA-oligdT -
como molde sintético (Fry y Weissbach, 1973; Wang, et af, 1975). Pe
To aiin queda por determinar si éstas representan dos poblaciones de
la misma enzima, o si se trata de dos enzimas diferentes.

En la tabla Il se resumen las caracteristicas y propiedades mis im -
portantes de estos tres tipos de polimerasas.

DNA PLIMERASA DELTA.

La alta fidelidad en la replicacién de procariotes se ha adscrito en
parte, a la presencia de una actividad exonucleasa 3'-5' asociada -
con los diferentes tipos de DNA pol. (Gefter, 1975). Dicha -activi-
dad, tiene una funci6n de lectura de correcién y remueve los nucleo-
tidos mal aparecados incorporados cn la terminal del DNA reciente du-
ra}ite la polimerizacién del DNA (Bnntlang y Kornberg, 1972). Por

tanto, csta actividad de nucleasa juega un inportante papel en la fi

delidad de 1a replicacion y la prevencion de mataciones.
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TABLA. . Alquncs propiedades dela DNA polmercsa«, sy ¥ de animales.

Propiedad 1 Pole Pol g | Pot ¥

Fisico- quimicas:

PM (nativo) K d 190 - 430 40 160-330

Punto isoolo';' rico deido | ddsico deido

Orden de elucidn en fosfocelulosa 2 ' 3
Catalitica

pH dptimo 1.2 8-9 e-9

Catidn preferido Mg’ Mg'o M |  Mg'b Me

Funcional y bioldgica
Molde sintetico preferido  [DNA con huecos|DNA con huecos|ribohomopol.

Nucleasa no no . no
Cantidad relativa en celulas e

en crecimiento 280 10-15 2-8
Presencia de subunidades si no no
N°® de moldculas/celula 6x10* 250t 404

Sintesis por desplazamiento
de cadena. no sl si

E fecto inhibitorio

Bloqueadores de - SH (NEM) fuerte no fuerte
€al ( K Cl 200 mM) si estimula | estimula
Fosfato (0.1 M) no sl estimula
Calor (10 min o 40°C)’ 0 70-100 70
Didesoxi-NTP no fuerte | fuerts
Arabinosil-NTP fuerte no no
Afidicolina o no no
Funcion propuesta |Replic.DNAa | Reparacion | Replic .ONAmt
Localizacion Nucleo Nucieo | Mitocondrio®

a) porciento de actividad perdida.
b) tambien encontrada en el nicleo

Tomado de Hibscher, 1983.(pdg.8 ).




Sin embargo, no se habfa reportado que las DNA pol. de eucariotes es
tuvieran -asociadas con una actividad exonucleasa de ningfin tipo(Chang,
1973; Bollum, 1975; Sedwick, et a, 1975), por lo que se crefa que -
las DNA pol. de eucariotes carecfan de actividad emnucleoltuca.-, Ya
que la alta fidelidad en la rephcacuin del DNA de eucariotes también
se mantiene rigurosamente, se surigi6 que debfan existir mecanisms -
diferntes para corregir los errores en la incorporacién en las cflu -
las de eucariotes (Hopfield, 1974; Abbots y Loeb, 1985).

Sin embargo, en 1976, Byrnes y colaboradores, reportaron ia presencia
de wna actividad exonucleasa 3'-5' asociada con una nueva especie de
INA pol. de elevado PM, a la que denominaron DNA pol. §, presente en
médula. Recientemente, se ha podido aislar a partir de otras fuentes
(Lee,. et af, 1984; Crute, et af, 1986). '

Este tipo de pol. presenta algunas caracterfsticas en comfin con laDNA
pol. tipo a, las cuales incluyen; un elevado PM, una gran sensibili-
lidad a NEM y afidicolina, y como una parte constitutiva del comple-
jo, poseen una actividad de DNA primasa (Crute, et af, 1986).

La diferencia mis importante entre las pol.a y § , es la presencia de
wna actividad exonucleasa 3'-5' intrfnseca a pol. & . También se ha
visto que esta enzima exhibe diferencias en la especificidad de molde.
Sustratos de DNA tales como dA-dT o dG-dC alternados, o poli(dA) ce-
bado con segmentos de oligo-(dT) logran la M)"or actividad de polime-
rizaci6n con esta enzima, mientras que el monde sintético preferente

de las pol. tipo aes el DNA de timo de termera activado (Kornberg, -
1980).

Debido a las similitudes existentes entre las DNA pol. a y§ , se su-
giere que esta Gltima podrfa ser una INA pol. tipo a con una exonu-
cleasa asociada y que esta podrfa haberse perdido durante la purifica
cién de DNA pol. o aislada previamente, al menos para las especies -
en las que se ha encontrado 1a DNA pol. &, ya sea iaor remoci6n de la
subunidad o por prote6lisis (Crute, et af, 1986). La presencia de una
DNA pol. o asociada con una exonucleasa podrfa explicar la alta fide
lidad en la replicaci6n del DNA.
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DNA POLIMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES.

Mientras que’ los patrones de las diversas polimerasas encontradas en.
vertebrados ‘se encuentran relativamente bi€n caracterizadas, la natu’-*
raleza de las DNA pol. presentes en plantas superiores aiin es mate-
ria de discusifn.

DNA POLIMERASA ALFA.

Se ha podido purificar, a partir de un gran nimero de diferentes es-
pecies, una pol. que tiene muchas propiedades en comin con las pol.
tipo o de animales. Estas incluyen; elevado PM, baja concentracidn
Sptima de KCl, inhibicién por NEM, asi como la incapacidad para ‘po-
der utilizar poli(rA)-oligo(dT) como. molde sintético.

Las enzimas mejor caracterizadas son las purificas a partir de espi-
naca (Misumi y Weissbach, 1982), trigo (Castroviejo, et ak, 1979), -
Vinca nosea (Gardner y Kado, 1976) y arroz (Amileni, et af, 1979).
También se han aislado pol. tipo « y descrito algunas de sus propie-
dades a partir de otras especies, pero solo en el caso de las enzi-
mas aisladas a partir de trigo, espinaca y arroz, se ha utilizado -
afidicolina y se ha observado que su mecanismo de accién es el mismo
que en animales (Sala, et af, 1980 b).

En el caso de embriones de trigo, encontraron dos polimerasas tipo o,
una que no se retiene en una columna de DEAE-celulosa y otra que elu
ye a 300 mM de KC1 (Castroviejo, et al, 1979). Observaron que la -
pol. que si se retiene en 1a columa posee actividad nucleolitica -
asociada a ella; al igual que para la pol. de elevado peso molecular
aislada a partir de coliflor (Matsumoto, et af 1981). En virtud de
que ninguna de estas enzimas se ha purificado a homogeneidad, no pue
den afin agrupirseles dentro de las pol. tipo & de animales, ya que
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existe la posibilidad de que junto con la actividad de pol. esté co-
purificando una nucleasa.

En 1984, Graveline y colaboradores, encontraron la presencia de una
actividad de DNA primasa en trigo. Este mismo grupo, ha aislado va-
rias DNA pol. (Castroviejo, et af, 1979), y a diferencia de lo que -
ocurre en animales, al parecer la DNA primasa aislada de trigo se -
asocia con la DNA pol. A (tipo y ) a lo cual se hard referencia -
mas adelante.

En en el caso de INA pol. asialadas a partir de otras fuentes, se ha
podido observar que la de tipo a es la mas abundante en células cre
ciendo exponencialmente, y responde a cambios en la velocidad de mul
tiplicaci6én celular (Amileni, et af, 1979; Sala, et al, 1981).

DNA POLIMERASA BETA.

La existencia de una polimerasa tipo B en plantas afin no es my cla
ra. Se han descrito DNA pol. de bajo PM en remolacha (Tymonko y -
Dunham, 1977) y chicharo (C.'nivérs y Bryant, 1983), pero estas enzimas
son muy sensibles a NEM, en contraste con la resistencia (arriba de

20 mM) a este agente por la pol. tipo B de animales. Algunos inves
tigadores han propuesto que las plantas no poseen una INA pol. de ba
jo PM, ya que este tipo de enzima no ha podido detectarse en extrac
tos crudos de trigo y V.inca nosea (Chang, 1976 ; Gardner y Kado, --
1976) . Otros investigadores han descrito pol. tipo B basindose en
el criterio de una fuerte afinidad de la enzima a 1a cromatina (Ste-
vens,et at 1978; D'Allesandro, et af, 1980). No obstante, existen -
reportes de la presencia«de una DNA pol. semejante a 1a B de anima-
les en azucena (Sakaguchi, et af, 1980), coliflor (Yamaguchi, et af,
1979; Fukasawa, et af, 1980) y trigo (Graveline, et al, 1984), pero

al menos en azuccna, este tipo de pol. solo se produce durante la -
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profase meiStica. Como se menciond anteriommente, parecer ser que -
en las especies no animales, la pol. tipo B no estd presente en to-
dos los tejidos o en todos los estados del desarrollo.

La enzima aislada a partir de coliflor ha sido mejor caracterizada,y
muestra algunas similitudes con la B de animales. "Estas incluyen -
una estimulacién por altas concentraciones de cationes monovalentes,
es fuertemente inhibida por fosfato, pero a diferencia de 1la B de
animales, ésta es moderadamente inhibida por NEM y estimilada por -
dcido fosfonoacético. Tiene un PM algo mayor y no se encontrd acti-
vidad mucleolitica asociada a ella.

INA POLIMERASA GAMA.

En adici6én a las dos enzimas descritas arriba, las plantas superio -
res también poseen una tercera DNA pol., equivalente a la pol. tipo

Y de animales, la cual muestra una marcada preferencia por 'poli(r.Q-
0ligo(dT) como molde <in vithno. Esta se ha podido detectar al menos
en tres especies diferentes; tabaco(Srivastava, 1974), trigo (Castro
viejo, et af, 1979) y arroz (Amileni, et af, 1979; Sala, et af, 1981).

La DNA pol. A (tipo vy ) de trigo, tiene un PM de 100,000 y es la Gni
ca enzima, entre todas las presentes, capaz de iniciar la sintesis -
de DNA a partir de un cebador. (Graveline, et af, 1984). Ademas, -
encontraron que es el Gnico tipo de pol. que puede asociarse con la

actividad de DNA primasa que pudieron aislar. (Graveline, et af, --
1984) .

En el caso de la pol. tipo v de aﬁ?oz, se ha visto que esta se encar
ga de llevar a cabo la replicacién del INA de los organelos. Tiene
un PM aproximado de 100,000 y prefiere poli(rA)-oligo(dT) como molde

sintético, principal’c’aracterist.ica de las DNA, tipo Y . Su activi
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dad es dependiente de Mt y de wna alta fuerza idnica, es resisten-
te a afidicolina, inhibida por NEM y tiene un pH Sptimo entre 8-9.

DNA POLIMERASA DE MITOCONDRIAS Y CLOROPLASTOS.

Como se menciond anteriormente, la pol. tipo y de animales se ‘en-
cuentra presente tanto en la fracci6n molecular como en la mitacon-
drial. En plantas, la clasificacion de la INA pol. mitocondrial co-
mo una enzima tipo ¥ no es tan evidente. La enzima purificada a --
partir de mitocondria de trigo, es incapaz de reconocer poli(rA)-oli
go(dT) como molde sintético, caracteristica principal de las pol. ti
po v . No obstante, se parece a la pol. mitocondrial de animales -
en su respuesta a inhibidores. Es resistente a afidicolina y sensi-
ble a ddTTP y bromuro de etidio (Christophe, et af, 1981; Richard, -
et at, 1983).

Se ha observado que extractos mitocondriales de inflorescencias de -
coliflor pueden reconocer eficientemente poli(rA)-oligo(dT) solo en
presencia de Mn”, pero no se han realizado estudios con inhibidores
de esta enzima ( Fukasawa y Chou 1980).

En 1980, se logrd la purificacion parcial de una DNA pol. a partir -
de cloroplastos de espinaca, la cual se comporta como la pol. tipo -
Y , ya que es capaz de utilizar eficientemente un molde sintético
de poli(rA)-oligo(dT), mientras que, sorprendentemente, no reconoce

DNA actividado (Sala, et af, 1980a).

Mis recientemente se ha podido purificar, a homogeneidad, una DNA -
pol. a partir de cloroplastos de chicharo. Esta enzima es un mondme
ro de 90,000 de PM, es fuertemente inhibida por NEM, insensiblc a -
afidicolina e incapaz de reconocer como molde poli(rA)-oligo(dl) sin
tético (McKewn y Tewari, 1984).
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De lo anterior, resulta evidente que el estudio de las INA pol. en -
plantas superiores aln se encuentra en sus inicios. Es claro, que
ain falta realizar muchos estudios con respecto a las pol. preseutes
en las plantas superiores y a la posible funci6n que deSempéﬁa cada
una de ellas.

En la tabla III se resumen algunas de las caracteristicas principa -
les de las pol. presentes en algunas especies vegetales.

ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO.

Como se menciond anteriormente, la sintesis replicativa del DNA es -
un evento que ocurre relativamente tarde durante 1a germinaci6n de -
semillas, particularmente en gramineas (Osborne, et af, 1980; Viz-
quez-Ramos y Lbpez, 1986). No obstante, se ha encontrado que existe
un bajo nivel de sintesis de DNA, el cual precede al proceso replica
tivo, y que puede detectarse dentro de los primeros 15 min. de imbi-
bicidn en embriones de centeno (Osborne, et af, 1980) y dentro de -
la primera hora en ejes embrionarios de maiz (Vdzquez-R. y Lpez, -
1986) .

Dicha sintesis temprana no programada de DNA se ha considerado que -
pudiera ser de tipo reparativo, de acuerdo a 1a evidencia obtenida -
con embriones de centeno normales y Y irradiados (Osborne, et af,-
1980; Vazquez-R. y Osborne, 1986).

Adicionalmente, en el laboratorio se ha observado, por estudios rea-
lizados en nlicleos aislados a partir de ejes embrionarios de maiz, -
que la sintesis de DNA reacciona de manera diferente cuando se adi-
cionan diversos compuestos capaces de inhibir este proceso en etapas
tempranas de imbibicién, 0-3 hrs., que cuando se adicionan en etapas
tardias, 15 hrs, o mis (Vizquez-R. y Lépez, 1986).
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TABLA III. Algunas propiedades de la DNA polimerasa «, 5 y ¥ de

plantas superiores.

ol 8 X

P.M. 110,000 - 100,000
p H optimo 7-8 - 8-9
Inhibidores

Ara-CTP si no no

NEM fuertemente| debilmente si

Afidicolina si no no

(xc] > 200mM sl estimula | estimula

fosfato no si no
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En base a estos datos, y a lo reportado con referencia a la posible
funcion que desempefian los diferentes tipos de DNA pol. presentes en
eucariotes, seria de esperarse, que en etapas tempranas de - imbibi-
ci6n pudiera estar presente preferencialmente una actividad de INA -
pol. tipo B , y en etapas tardias una de tipo a . Es decir, que se
postula la posible existencia de diferentes DNA pol. durante las di-
ferentes etapas en la germinaci6én de maiz.

En base a lo anterior, el objetivo general del presente trabajo con-
siste en aislar y caracterizar el tipo de INA pol. presente, en ejes
embrionarios de maiz, tanto en la etapa temprana como en la tardia
de la imbibicién de los mismos.
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2.1

~N
.
[\

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO.
Las semillas de maiz, denominado chalquefio, utilizadas en este
trabajo fueron adquiridas en PRONASE (Productora Nacional de Se
millas de 1a SARH).

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y REACTIVOS UTILIZADGS.

Soluci6n amortiguadora de imbibicién.

Tris-HC1 (Sigma Chemical, Co.)pH 7.6 50 mM
Cloruro de potasio (KC1) 50 mM
Cloruro de Magnesio (MgCl,) 0 mM
Sacarosa 2 $
Cloranfenicol (Sigma Chemical, Co.) 10 ug/ml

Solucién amortiguadora A para homogeneizar.

Tris-HC1 pH. 7.6 50 mM
Cloruro de potasio (KC1) 25 mM
2-mercaptoetanol 1 mM
Sacarosa 0.25 M
Floruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0.10 mM
(Sigma).

Cloruro de magnesio 1 mM
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2.3 Soluciones amortiguadoras empleadas en la purificacién.

Todos los amortiguadores empleados en el proceso de purifica-
cién tienen los mismos componentes, lo Ginico que cambia en cada
caso es la concentracidn de fosfato de potasio, la cual es espe
cifica para cada amortiguador:

Fosfato de potasio pH 7.5

Acido etilendiamino tetracético (EDTA) 1 mM
(Merck) .

Glicerol 10 %
2-mercaptoetanol 1 m
PMSF 0.15 mM

2.3.1 Soluci6n amortiguadora B:

Fosfato de potasio 60 mM

2.3.2 Solucidn amortiguadora C:

Fosfato de potasio 400 mM
2.3.3. Solucién amortiguadora D:

-Fosfato de potasio 25 mM
2,.3.4 Solucidn amortiguadora E:

-

Fosfato de potasio 10 mM
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2.4 Liquido de centelleo.

2,2'-p-fenilbis (5-fenoxazol) (POPOP, Merck)
2,5--difenoxazol (POP, Merck)
Tolueno

0.1
5.0
1.0

2.5 Solucidn amortiguadora para activacion de DNA.

Tris-HCl  pH 7.5

MeCL,
AlbGmina de suero de bovino (ASB, Sigma
Chem. Co.)

INA de timo de ternera (Sigma Chem. Co.)

g

g
1

50 uM
S uM

0.5

mg/ml

0.25 mg/ml

2.6 'Mezcla de reaccién para el ensayo de DNA polimerasa.

2.6.1 DNA polimerasa o :

Tris-HCL  pii 7.6
KC1

Mg,

dATP (Sigma Chem. Co.)
dCIP (Sigma Chem. .-Co.)
dGIP (Signa Chem. Co.)
Glicerol
2-mercaptoetanol

INA activado

ATP (Sigma Chem. Co.)
(metil-3H) TIP (57 Ci/mmol, Amersham)

25

16
0.1
0.1
0.1

0.4

2 B2 REREEE

=
(]
[
~
B
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2.6.3

2.7

2.7.1

2.7.2

2.7.3

INA pol. B :

Tris- HCl P 8.5 50
KC1 100
MCl, 20
dATP 1
dCTP 1
dGTP 1
Glicerol 4
2-mercaptoetanol 0.1
DNA activado 1
ATP 1
(metil-H) TIP 5
N-etilmaleimida (NEM, Merck) 10

1- g 288 'i-:ggffg

u Ci/ml ™"
mM

Soluciones requeridas- para geles de aCl’ilmda

Soluci6n amortiguadora para el gel separador:

Tris-HCL fil 8.8 s
Dodecil sulfato de sodio (SDS, Merck) - 2

Soluci6n amortiguadéra para el_.gelr-:conco'_ntr"'ador:

Tris-HC1 P 6.8 0.25

SDS 2

Solucitn amortiguadora para los -electrodos:

Tris- HC1 pH 8.3 25
L-glicina 0.19
SDS 2

-
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2.7.4 Solucién amortiguadora para la muestra:

Tris-HC1 pH 6.8 S0 mM
EDTA 20 mM
SDS 1 $
Glicerol 10 H
2-mercaptoetanol 1 %
Azul de bromofenol 0.001 %
2.7.5 Soluci6n para tefiir el gel:
Azul de coamassie 0.2 %
Metanol 50.0
Acido acético 7.0
2.7.6 Soluci6n destefiidora:
Acido acético 7.0 $

2.7.7 Solucin stock de acrilamida (30% en 100 ml. de agua) :
Acrimilamida (Merck) 30.0 g

Bis-acrilamida 0.8 g

2.8  Reactivos requeridos para determinar proteinas totales
por el método modificado de Lowry (Peterson, 1977).

2.8.1 Reactivo A:

Se mezclan partes iguales de una soluci6n de hidréxido de
sodio 0.8 N, SDS al 10%, agua destilada y una solucion -

stock de cobre-tartrato-carbonato (CTC. 2.8.3.1.).
Esta solucién es estable por dos semanas a temperatura am
iente. -
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2.8.2

2.8.3

2.8.3.1

2.8.3.2

2.8.3.3.

2.8.3.4.

2.9

Reactivo B.

Reactivo de Folin-Ciocalteu 1.0 vl
Agua destilada 5.0 wol.

Soluciones complementarias.
Solucién stock CIC:

Carbonato de sodio (Na2m3 ) 10.0 %
Sulfato de cobre pentahidratado (QuS0,S1,0 ) 0.1 %

Tartrato de sodio potasio 0.2 t"

Esta solucidn es estable por dos meses a temerami‘a anbien- .
te. ' SRS

Desoxicolato de sodio (DOC) 0.15 %

TCA 2.0 %

Solucién protefca para la construccién de la curva patrén.
AlbGmina de suerobdvino 1.0  mg/ml.

Soluci6n salina de citrato para disolver DNA (SSC).

Cloruro de sodio (NaCl) pH 7.0 0.15 M
Citrato de sodio 0.015 M
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2.10

2.1

3.1

Preparaci6n de bolsas de dialisis.

Las bolsas se hierven dos veces con NaHC04 durante 10 min.
y dos veces con EDTA 5 nM durante 10 min. Se guardan en -
EDTA S mM y etanol al 10% en refrigeracidn.

Antes de usarse, las bolsas se enjuagan muy bien con agua
desionizada.

Preparacion de 1a solucion de salmina.

Se prepara una solucién al 10% disolviendo 10 g. de salmina
en 10 ml. de agua y se le adiciona suficiente HCl 6N hasta
obtener un pH de 7.8, se afora a 100 ml. con agua destilada.

La solucién se clarifica por filtracidn, y se guarda a 4°C.

PREPARACION DE RESINAS.
Fosfocelulosa (Whatman, P-11).

Se coloca 1 g. de P-11 en 35 ml. de HC1 0.2 N 1:1 en-etanol

al 95% durante 30 min. a temperatura ambiente, agitando sua-
vemente. Se deja reposar y se decanta el sobrenadante elimi
nando los finos y materia particulada. La resina se colecta
por filtraciGn al vacio y se lava 3 veces con 175 ml. de -
agua destilada.

Se lleva a pH 7.0 con NaOH 1 N y se resuspende en 35 ml. de

NaCH 0.1 N, agitando suavemente durante 30 min. a temperatura
anbiente. Se deja reposar y se decanta el sobrenadante eli-
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3.2.

3.3

minando finos y materia particulada. La resina se colecta
por filtracién al vacio.

La resina se resuspende en 35 ml. de EDTA 1 mM, agitando -
suavemente durante 30 min. a téperatura ambiente. Se deja
reposar y se decanta el sobrenadante eliminando los finos y
se lava 3 veces con 175 ml. de agua destilada. Se lleva a
pH 7.0 con HC1 1 N.

La resina se resuspende en la solucién amortiguadora B -
(2.3.1.).

Hidroxiapatita (HTP, Sigma):

Se coloca 1 parte de HTP en 6 volmenes de solucién amorti-
guadora D(2.3.3.), agitando suavemente durante .30 min. -

‘Se deja clarificar durante 10 min. Se decanta eliminando -

los finos y materia particulada.

Se agrega un volGmen igual de la solucifn amortiguadora D,-
agitando suavemente durante 30 min. Se deja clarificar, se
decanta eliminando los finos, y se resuspende la resina ‘en
la misma solucifn amortiguadora.

Dietilaminoetil-celulosa (DEAE-celulosa, Sigma).

Se colocan 5 g. de DEAE-celulosa en 75 ml. de HC1 0.5 N agi
tando suavemente durante 45 min. a intervalos de 15 min. -
Se lava con agua destilada hasta llegar a pH 4.0.

La resina se resuspende en 75 ml. de KGH 0.5 N, agitando -
suavemente durante 45 min., cada 15 min., a temperatura am -
biente. Se lava con agua destilada hasta llegar a pH 8.0.
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3.4

La resina se resuspende en 80 ml. de KCl 0.05 N, y se lle-
va api 7.2 con HCL 0.05 N. Se agita suavementc durante -
1 hr.; a intervalos de 15 min., a temperatura asbiente. Se
retitula a pi 7.2, y se agita suavemente durante 2 hr., ca

da 30 min. Se retitula una.vez mis a pH 7.2 y se decanta

eliminando lds finos y materia particulada.

La resina se resuspende en la soluci6én amortiguadora E -
(2.3.4.).

Sefadex G-150( Sigma Chemical, Co. ).

El gel se pone a hinchar en agua desionizada a 4°C durante
48 hrs. Se decantan los finos , se monta 1a columa y se
equilibra con 1a solucién amortiguadora B (2.3.1.).

Imbibicién de ejes embrionarios.

Las mestras de ejes embrionarios, 10 para curva de sinte -
sis de INA y 1000 para extracci6n y purificacién de DNA pol.,
previamente desinfectados con NaCl0 al 0.5 %, se colocan en
tubds de cultivo estériles que contienen papel filtro hume
decido con solucién amortiguadora de imbibicién, se incu-
ban a 27°durante el tiemj:o indicado en cada casv.

Para las mestras que se utilizan para la curva de sinte -
sis de DNA, la solucién amortiguadora de imbibici6n contie
ne adems 5 uCi/ml de (metil->H) timidina (87 Ci/mol, -
Anmersham) .
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2.1

2.2

Curva de sintesis de DNA (incorporacién de tritio a mate -
rial insoluble en TCA).

Procesamiento de los ejes.

Pasado el tiempo de imbibicién, los ejes se lavan con -10ml
de citrato de sodio 1%, conteniendo 20 ug/ml de timidina -
no marcada, y luego con 10 ml. de etanol al 80%, contenien:
do también 20 yg/ml de timidina. Las muestras se guardan
en tubos de ensaye a -70°C, hasta que se utilizan para de-
terminar la incorporacién de la marca.

Determinacién de la incorporacion de la marca.

Las muestras se homogeneizan en 1.5 ml. de etanol al 80% -
conteniendo 20 ug/ml de timidina, con la ayuda de un Po-
lytron PCU-2, durante 25 seg. a la mixima velocidad. Este
proceso se realiza en frio, teniendo cuidado de que la sus
pensién sea homogénea, es decir, que no queden pedazos de

ejes embrionarios.

E1 homogeneizado se centrifuga a 3,000 rpm durante 10 min.
el sobrenadante se desecha y la pastilla se resuspende en
0.5 ml. de NaCH 1 M, se calienta en bafio marfa a 90°C du -
rante 3 min. Las muestras se dejan enfriar, se les afiade
2 ml. de TCA al 10% y se dejan en hielo durante 15 min.

Se filtran, utilizando un sistema de filtracién Millipore
con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C, y se lavan -
primero con una solucién de TCA al 5% (7 ml) y luego con -
etanol al 96% (7 ml.).
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3.

Una vez que los filtros estin completamente secos, se -
transfieren a frascos que contienen 5 ml. de liquido de cen
telleo (2.4) y se determinan las cuentas por minuto (cpm) -
utilizando para ellp un contador de centelleo Packard, Tri-
Carb.

Preparacitn del extracto celular.

Pasado el tiempo de imbibicifn, los ejes embrionarios se ho
nogeneizan con 2.5 vol. (relacifn de peso fresco de los -
ejes a volGmen de solucidn amortiguadora) de solucidn amor-
tiguadora A (2.2), con la ayuda de un Polytron, en la for-
ma antes descrita. Todas las manipulaciones se realizan a
4°C.

El homogeneizado se centrifuga a 5,000 Xg durante 15 min.,-
se realiza una reextraccifn de la pastilla con 1.5 vol. de
solucitn amortiguadora A, se centrifuga una vez a 5,000 Xg
durante 15 min. Se combinan los sobrenadantes de estas dos
centrifugaciones y se realiza una tercera a 5,000 Xg duran-
te 15 mm

Esta centrifugacidn sirve para eliminar restos celulares y
la mayoria de los 1ipidos presentes. El sobrenadante se -
centrifuga a 100,000 Xg durante 2 hrs. a 4°C, la pastilla -
se desecha y el scbrenadante se utiliza cam fuente enzimi-
tica para continuar la purificacién (fraccidgn I).

Preparaci6n de DNA activado (seglin Aposhian y Kornberg, --
1962).

Se hacen reaccionar 0.25 mg. de DNA de timo de ternera (Sig
ma), previamente disuelto en 1 ml. de solucién amortiguadora
de activacién (2.5) con sx107? ug de DNAasa I (Sigma). Se
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5.1

incuba 15 min. a 37°C y luego se calienta 5 min. a 77°C; -
finalmente se pasa a un bafio de hielo:

Deterninacién de la actividad de INA polimerasa.
DNA pol. o,

La actividad de DNA pol.  se ensaya en un voldmen final -
de 100 i1 1. que contiene la mezcla dereacm&l -(2_};6._1";) y~
de 10-20 ul. de extracto proteico o de las :fracciom;s de -
las columnas. A menos que se especifique otra cosa, la in
cubacién se lleva a cabo a 37°C. durante 30 min. La reac-
cién se detiene adicionando 100 1. de una solucién de INA
de esperma de salmén (2 mg/ml., Sigma Chem. Co) disuelto -
en solucién salina de citratos (SSC, 2.8.), y 2 ml. de TCA
al 10% frio. Las muestras se colocan en hielo duranteso
min.

La radiactividad incorporadé en forma insoluble en TCA, se
colecta filtrando por vacio a través de filtros de fibra -
de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se lavan primero.con
5 ml. de TCA al 5% frio y luego con S ml. de etanol al 96%.
Se secan perfectamente y se transfieren a frascos que con-
tienen 1fquido de centelleo. Se determinan las cpm en el

contador de centelleo. | :

Una unidad de actividad enzimftica se define como un pmol
de desoxirribonucleétido incorporado en forma insoluble ‘en
dcido a 37°C durante 30 min.



5.2

5.3

5.3.1

5.3.2.

5.3.3.

DNA pol. B.

La actividad de DNA pol. B Se ensaya en un volGmen final -
de 100 u 1 que contiene la mezcla de reaccién (2.6.2.) y -
de10-20p 1 de extracto proteico o fraccidn de las columnas.
En este caso, se realiza una preincubacién a 0°C durante -
30 min. con el fin de inactivar a la DNA pol. tipo o pre
sente. La incubacién se 1leva a cabo a 37°C durante 30 -
min., la reaccién se detiene adicionando 100y 1 de una so-
lucién de DNA de esperma de salmén (2 mg/ml) y 2 ml. de -
TCA al 10% frio. Se colocan en hielo durante 30 min.

El material radiactivo incorporado en forma insoluble en -
TCA se obtiene en la forma antes descrita.

Efecto de inhibidores.

La actividad de DNA pol. o se ensaya y determina en la for
ma descrita en la secci6n correspondiente, sdlo que a la -
mezcla de reaccién se le adicionan diferentes sustancias y

se determina su efecto.

Nbvobiocina (Merck) , concentracién final 100 y g/ml disuel
ta en agua.

1- B-D-arabinofuranosil-citosina 5'-trifosfato (ara-CIP) -
concentracién final 200 ug/ml, disuelto en agua.

N-etilmaleimida (NEM), concentracién final 10 mM disuelta
en dimetil sulféxido (DMSO).
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5.3.4.

5.3.5.

6.3

6.4

Butilanilinouracilo (BuAU) concentracidn final 40u g/ml.,-
disuelto en DMSO.

Afidicolina (Afi) concentracién final 50 ug/ml., disuelta
en etanol.

Para el caso de NEM, BuAU y afidicolina se incluye un con
trol adicional, al cual se le agrega una cantidad equiva-
lente del solvente utilizado. El valor obtenido es el que
se toma en cuenta para determinar el efecto del inhibidor

correspondiente.

Caracterizacidn.

La actividad de DNA pol. & se ensaya y determina en la for
ma antes descrita, sblo cambiando las condiciones y concen
traciones descritas a continuacién.

pH. El tris de la mezcla de reaccidn se ajusta a pH 6.6.,-
7.0, 7.6, 8.5y 9.5, respectivamente.

Temperatura.

La incubacién se 1lleva a cabo a 25, 30, 37, 40, 45, 50 y -
60°C respectivamente.

Concentraci6n de KC1.
La concentracién de KC1 de 1a mezcla de reaccién se ajusta

ao, 16, 30, 50 y 100 mM.

Concentracién de MgCl 2

La concentracién de MgCl, de 1a mezcla de reaccién se ajus
taao0, 6, 12, 30 y 50 mM.
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7.1

7.2

1.3

Gel de poliacrilamida (Laemmli y Favre, 1973).

Preparaci6n del Gel.

De la solucin stock de acrilamida (2.7.7.) se toma lo ne
cesario dependiendo de 1a concentracién final que se desea
y se completa con solucién amortiguadora separadora o con-
centradora respectivamente (2.7.2., 2.7.3.) segln sea el -
caso, se eliminan las burbujas. Para que polimerice se
le adiciona 50-100 ul de persulfato de amonio al 10% y 100
ul de TEMED al 10% por cada 15 ml. de acrilamida.
r

Preparacin de las muestras.

A una cantidad equivalente a 75 pg de protefna de cada -
muestra se le adiciona un voldmen igual de TCA al 20% frio,
se deja en hielo durante 15 min., se centrifuga 2 min. en
una microfuga, ICE-Micro-MB, se decanta el sobrenadante y
se elimina completamente el TCA residual. Se le agregan -
20 ul de soluci6n amortiguadora para la mestra (2.7.4.) -
la pastilla se resuspende, se caliente 2 min. a 80°C y se

.colocan las muestras en el gel.

Corrida.

Una vez colocadas las muestras en el gel, se monta el apa-
rato de electroforésis vertical LKB, se adiciona la solu-
cion amortiguadora para los electrodos (2.7.3.) y se corre
a 40 mAmp.
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8.1

Una vez concluida 1a corrida, el gel se coloca durante 30
min. en la solucién de tefiido (2.7.5.) y luego se pasa a -
la solucién destefiidora (2.7.6.) en donde se deja hasta -
que se ven claramente las bandas.

Como patrones de peso molecular se utilizan: fosforilasa -
bovina (94,000 d), albimina de bovino (67,000 d), ovoalbd-
mina (43,000 d), anhidrasa carbbnica (30,000 d) inhibidor

de trpsina de soya (20,100 d) y o -lactalbGmina (14,400d).

Determinacién de la concentracién de protefna.
Método modificado de Lowry (Peterson, 1977).

A partir de la solucidn stock de alblmina de suero bovino_
(ASB, 2.8.3.4.), se preparan soluciones patrén de diferen-
tes concentraciones de alb@mina desde 0 hasta 200 ug/ml,
en un volumen final de un ml. |

Las muestras problema (de 10 a 20 ul) se llevan a un volu-
men final de 1 ml. con agua destilada.

A cada una de las muestras, tanto las problema como las pa
tron, se les agrega 0.1 ml. de DOC (2.8.3.2.) mezclando en
un vortex y se dejan 10 min. a temperatura ambiente. Pa -
sando este tiempo, se les agrega 0.1 ml. de TCA a1l 72% -
frio y se colocan en hielo durante 15 min.

Las muestras se centrifugan 15 min. a 3,000 rpm, el sobre-
nadante se desecha, a 1a pastilla se le agrega 1 ml. de -
agua destilada y 1 ml. del reactivo A (2.8.1.) y sc mezcla
miy bien en un vortex, se dejan 10 min. a temperatura am -
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8.2

biente. Pasado este tiempo, se les adiciona 0.5 ml. del -
reactivo B (2.8.2.), se agita y se deja 30 min. a tempera-
tura ambiente, periodo en el cual se desarrolla el color.
Se lee la absorbancia a 750 nm.

La curva patrén se construye graficando en las abscisas la
concentracién de proteina (u g/ml.)y en las ordenadas la -
absorbancia 4 750 nm. La concentracién de proteina de las

muestras problema se determina interpolando la abosorban-
cia en la curva patrdn.

Método espectofotométrico.

la estimacioén de la concentracién de proteina por el méto-
do espectofotométrico se lleva a cabo ficil y rapidamente,
utilizando una pequefia cantidad de muestra, y bajo condi -
ciones en las cuales presenta dificultades la aplicacidn -

de otros métodos, como en la presencia de sulfato de amo -
nio u otras sales,

El método consiste en determinar la absorbancia de una so-
lucién diluida de proteina tanto a 280 como a 260 nmy --
aplicar la siguiente férmula:

Concentracién de proteina

(mg/m1)=1.45 Aygn- 0.74 Ayeo
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RESULTADOS

Como se menciond anteriormente, la finalidad del presente trabajo -
consiste en aislar y caracterizar la actividad de DNA polimerasa pre
sente tanto en la etapa temprana como en la tardia de la imbibicidn

de ejes embrionarios de maiz. En base a ello, lo primero que se hi-
-z0, fué determinar el tiempo al cual correspondian dichas etapas. En
la figura 1, se muestra una curva tipica de sintésis de DNA, tomada

como incorporacién de timidina tritiada, con respecto al tiempo de -
imbibicién. En ella se observa claramente, que la sintesis se dispa
ra aproximadamente a las 10 hrs. de imbibicién. Asﬁnism, puede ob-
servarse que desde la primera hora se tiene sintesis de INA, la cual
no corresponde, hasta donde se sabe a una sintesis de tipo replicati
-va. Esto podria indicar que se trata de un proceso temprano de repa
racion de DNA, por comparacién con lo reportado para centeno (Osbor-
ne, et af, 1980).

Por 1o anterior, se escogi6 trabajar un tiempo de 3 hrs. de imbibi -
cién -como etapa temprana y uno de 24 hrs. como etapa tardia, y se co
menz6 a montar la té€cnica de pirificacidén parcial. Es importante ha
cer not'ar:"'f:gue para montar la técnica se comenzdé trabajando a 24 hrs.
de :i.mbibic’ién, ya que en este tiempo se tiene una mayor sintesis de

DNA (fig. 1).
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FIG. 1. Curva de sintesis de DNA.

Determinada como incorporacion de timiding tritiada @ materiel insoluble

on TCA o diferentes tiempos de imbibicion.
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1. PURTFICACION DE DNA POLIMERASA (ETAPA TARDIA).

Todas las operaciones en el proceso de purificacién, se llevan a cabo
ad°Cy en presencia de PMSF (0.15M), con el fin de evitar al miximo
la degradacidon proteolitica y con ello la pérdida de la actividad en-
zimdtica.

La obtencidn del extracto proteico, fraccién I, se realiza en la for-
ma descrita en métodos (3).

1.1 Fraccionamiento.

A la fraccidn I se le adiciona lentamente una suspensién de salmina -
fria al 10% (Materiales 2.10), 10 ,1/ml. de la fracci6n I. La suspen
sién resultante se agita durante 30 min. adicionales, y el précipita-
do se colecta centrifugando 10 min. a 15,000 Xg.

Con el fin de reducir la cantidad total de proteinas y con ello incre
mentar 1a velocidad 'y facilidad de manipulaci6én de los subsiguientes
pasos cromatogriaficos, se determin6é la cantidad de sulfato de amonio
que se necesitaba para precipitar la mayor actividad de INA polimera-
sa.

En la tabla IV se muestran los datos obtenidos en donde se observa -
que la mayor actividad de DNA polimerasa precipita entre 0 y 40% de
sulfato de amonio, por ello esa fracci6én es la que se utiliza en los
experimentos posteriores.

Las proteinas se precipitan adicionando lentamente, y con agitacién -
continua, sulfato de amonio pulverizado (0.243 g/ml. del sobrenadan-
te claro de salmina). Después de agitar durante 30 min. adicionales,
la solucién resultante se centrifuga 10 min. a 15,000 Xg. E1 sobiena
dante se desecha y la pastilla se resuspende en 2 ml. de 1la solucién
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TABLA I¥. Actividad de DNA polimerasa que precipita a diferentes

concentraciones de sulfato de amonio.

—
r o

Precipitacion con actividad

sulfato de omonio {unidades /mi)

(%)
extracto crudo 5.2
0-40 % 44.6
40-60 % 7.6

» 60 % 2.2




amortiguadora con la que se equilibra la columna que se va a utilizar,
Se dializa toda la noche contra un litro de la misma soluci6n amorti-
guadora. El material insoluble que aparece durante la diilisis se -
elimina centrifugando 10 min. a 5,000 Xg. (fraccién II).

1.2 Cromatografia.

El siguiente paso para montar el esquema de purificacidn era determi-
nar el tipo de resina de intercambio i6nico mis adecuado. Se proba-
ron varias clases de resinas en base a lo reportado en la  bibliogra
fia para la purificacién de enzimas de este tipo en diferentes siste-
mas; tanto vegetales, como animales e insectos (Srivastava, 1974; Ami
leni, et af, 1979; Castroviejo, et al, 1979; Misumi y Weissbach, 1982;
Mechali, et af, 1980; Banks, et atf, 1979).

1.2 Fosfocelulosa.

La fraccién II se coloca sobre una columa de fosfocelulosa (1x8 cm),
previamente equilibrada con la solucién amortiguadora B. La columa
se lava con tres volfmenes de columa utilizando la misma solucién -
amortiguadora. Las proteinas retenidas por la resina se eluyen, co-
lectando fracciones de 1 ml., utilizando' 8 volGmenes de columa de un
gradiente lineal de 60-400 mM de fosfato de potasio utilizando las so
luciones amortiguadoras B y C respectivamente. Una vez obtenidas las
fracciones se determina la cantidad de proteina- presente y la activi
dad de DINA polimerasa en las mismas.

Este procedimiento se realiz6 varias veces sin poder obtener un resul
tado favorable, pues la actividad de la enzima no se podia detectar.
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1.2.2. Hidrb6xiapatita (HTP).

En base a los resultados ctenidos previamente, se decidié probar -
otro tipo de resina, y se escogid HIP. El dializado de la fraccién
II se coloca sobre una columna de HTP (1x8 cm.), previamente equili-
brada con la solucidn amortiguadora D. Las proteinas no retenidas -
en la columa se lavan con 3 volimenes de columna con la misma solu-
cidn amortiguadora. Las proteinas retenidas, se eluyen con 8 volime
nes de columa, colectando fracciones de 1 ml., de un gradiente 1i -.
neal de 25-400 mM de fosfato de potasio pH 7.5 utilizando la solu --
ci6n amortiguadora D y C respectivamente.

Como puede obseﬁ)a_rse en la figura 2, se obtiene un pico dé mixima -
actividad alrededor de 165 mM de fosfato de potasio, pero el grado -
de purificacién es bajo y el $ de recuperacién es muy pobre como se
mestra en el cuadro de purificacién de 1a tabla V, otra desventaja
. que presenta el utilizar este tipo de resina, es la velocidad a la
cual fluye la columna, demasiado-lenta. Es muy probable que este -
sea el factor principal por el cual s6lo se pudo recupérar una mini-
ma parte de la actividad. Se observd a lo largo de la purificacién,
que el tiempo es un factor importante en los primeros pasos del ais-
lamiento ya que la enzima parecer ser 14bil antes de. purificarse.

1.2.3. DEAE-celulosa.

Por los resultados obtenidos con HTP, se decidi6é probar un tercer ti
po de resina, y sc escogid DEAE-celulosa. El dializado de 1a frac -
cién II se coloca sobre una columa de DEAE-celulosa (1x8 cm.), pre-
viamentc equilibrada con la soluci6én amortiguadora E. Las proteinas
no retenidas por la resina se eluyen con tres vol{menes de columa,

de la misma solucion amortiguadora. Las proteinas retenidas se elu-
yen, colectando fracciovnes de 1 ml., con 8 volémenes de columna de
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Actividad de DNA pol (unidaedes /mi)

30
N° de fraccidn

F1G. 2 . Perfil de elucion de la columna de HTP de la actividad de
CNA polimerasa de ejes embrionarios imbibidos durante 24 h. La fraccion
I (1.2 m1) se aplicc a una columna de HTP (1x8 cm), previamente equi-
librada con la solucion amortiguadora D (25 m M de fosfato de Potasio)

y se lavd con 3volimenes de columna con la misma solucion amortiguadora.
Las proteinas retenidas se eluyeron con 8 volumenes de columna de un gra-
diente lineal de 25-400 m M de fosfatode potasio (linea punteada ———),
colectando tfracciones de 1 ml. Absorbancia @ 280 nm(—-—-—).

Actividad de DNA polimerasa ( mM).
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TABLA V. Purificacidn de la DNA polimerasa

(24 horas deimbibicidn) utilizando HTP.

Vol. Total Proieﬁna total | Actividad total |Actividadespeci-| Veces de % de
Pase (mi) (mg) (unidades) |fica (unid./mg@) | purificacion recuperacién
Frac. I(ext.) 12.2 118.3 195.6 1.6 b 100
Frac.ll (40%) 1.2 13.9 87.5 6.3 3.9 44.6
Frac. 13 HTP 1.0 0.22 5.5 25.0 15.6 2.8




una gradiente lineal de 10-400 mM de fosfato de potasio pH 7.5, uti
lizando la soluci6n amortiguadora E y C respectivamente. Flujo apro
ximado de 10 ml/h.

Los resultados obtenidos con este tipo de resina fueron ptimos, por
lo que se decidid trabajar con ella posteriormente. El tamafio de co
lumna, las condiciones de elucién y el flujo fueron los mismos en to
dos los casos en que se utilizd esta resina, por 10 que ya no se men
cionan.

En 1a fig. 3 se muestra el perfil de elucién de la colunma de DEAE-
celulosa para el material correspondiente a 24 hrs. de imbibicidn.
La actividad de la enzima se probd tanto en el lavado, como en algu
nas fracciones de la columna. No se detect6 actividad de la enzima
ni en el lavado, ni en las primeras fracciones. La mayor actividad
de DNA pol. eluye alrededor de 240 20 mM de fosfato de potasio, to
mando los datos obtenidos en los experimentos realizados. Las frac-
ciones activas de esta columna se juntaron y se concentraron aproxi-
madamente veinte veces utilizando para ello polietilenglicol, (PEG -
6,000) en frio (fraccién III).

El siguiente paso para completar el esquema de purificacidn parcial
fué determinar el tipo de resina que podia emplearse camo segundo pa
so. Para lograr esto, se volvi0 a probar si podia utilizarse HTP
y/o fosfocelulosa como un tercer paso de purificacién, pero con nin-
guna de estas 2 clases de resina se obtuvieron resultados favorables
ya que surgen los problemas anteriormente descritos.

1.2.4 Sefadex G-150.

Por lo anterior, se decidi6 probar un procedimiento diferente, y se
escogi6é una resina de exclusi6n molecular, Sefadex G-150.
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F1G. 3. Perfil de elucion de la columna de DEAE -celulosa de la
actividad de DNA polimerasa de ejes embrionarios imbibidos durante
24 h. La fraccion I (2ml) se aplico g una columna de DEAE-celulosa
(1x8cm), previamente equilibrada con solucion amortiguadora E
(10 mM de fostato de potasio) y se lavo con 3 volimenes de columng,
con la misma solucion amortiguadora. Las proteinas retenidas se eluyeron
con 8 volumenes de columna de un gradiente lineal de 10-400 mM
de fosfato de potasio(linea punteada ——=), colectandofracciones de
1 ml. con un flujo aproximado de 10 mi/ h. Proteina (—— —)

Actividad de DNA polimerasa (F1 ).

actividod de DNA polimerose (unidades /mi)



La fraccién IIT se coloca sobre una columna de Sefadex G-150 (0.7 x
20 cm.), previamente equilibrada con solucitn amortiguadora B. Se -
colectan fracciones de 1 ml., pasando 1.2 volimenes de columna de la
misma solucién amortiguadora con un flujo aproximado de 3ml/h.

Con esta columna se obtuvieron buenos resultados, por lo que se deci
dié trabajar con esta resina como segunda columna en el proceso de -
purificacién. Con esto se completd el esquema de purificacién par -
cial para DNA pol. de ejes embrionarios de maiz; dicho esquema se re
sume en la tabla VI.

En la figura 4 se muestra el perfil de eluci6n de la columna de Sefa
dex G-150 para la muestra de 24 hrs., en donde puede observarse que

la actividad de la enzima eluye en la fraccién 3, por lo que se pue
de decir que la enzima es de elevado peso molecular. Hasta este pa-
so, la enzima se ha podido purificar alrededor de 200 veces, como -
puede observarse en la tabla VII, en donde se muestra el cuadro de -
purificacidn para la enzima en la etapa tardia de imbibicidén, 24 hrs.

Para esta etapa se ensayd la actividad de DNA pol. g tanto en €l ex

tracto crudo (frac. I), como en los {iltimos pasos de purificacién, -

para ver si existia actividad de otro tipo de polimerasa, sin poder

detectar en ninglin caso una actividad comparable a la DNA pol. tipo
B

Una vez obtenida la actividad de DNA pol. presente mayoritariamente

en la etapa tardia se procedi6 a realizar su caracterizacibn, pero -
de ello se hablari mis adelante.
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Ejes embrionarios
imbibidos (3 024h.)

homogeneizacidn

centrifugacion a 5000x g
reextraccion, centrifugacion

!

sobrenadante pastilla desechar
centrifugar 2h a 100 000 x ¢

pastilla desechar sobrenadante ( Frac I)
precipitar con salmina 10 %

centrifugar 10" a 15,000 x g

=

sobrenadante precipitar pastilla desechor
con sulfato de amonio 40 %

|

centrifugar 10'
a15,000x ¢

sobrenadante pastilla resuspender en amortiguador
desechar de fosfatos

Didlisis (F’ruc I)

DEAE-celulosa ¢Frac I)

y
Sefadex G-150 (Frac I¥)

4 I’
Caracterizacion

TABLA YI. Esquemacompleto de purificacion de la DNA polimerasa

de mafz.
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FI1G. 4. Perfil de elucion de la columna de Sefadex G-150 de la
actividad de DNA polimerasa de ejes embrionarios imbibidos durante 24 h.
La fraccidn IT (1 ml) se aplico a una columna de Sefadex G-150 (0.7x
20 cm), previamente equilibrada con la solucion amortiguadora B (60 m M de
fosfato de potasio). Las proteinas se eluyeron con 1.2 volumenes de columna
de la misma solucidn amortiguadora, colectando fracciones de | ml con un
tlujo aproximado de 3 ml/h. Proteina(-— —— —— ).

Actividad de DNA polimerasa (fm ).
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TABLA YII. Cuadro completo de purificacion de la DNA polimerasa

imbibidas durante 24 h.

aislada a partir de las muestras

Volumen Proteina Actividad Actividad veces %
Fraccion Total Total Total Especifica de de
(ml) (mg) (unidades) | (unid/ mg) | purificacion | recuperacion
I ext.crudo 40.0 284.0 428.0 I.8 - 100.0
I pp 40% 2.0 32.0 171.4 2.7 1.9 40.0
I DEAE-cel 1.0 3.4 102.9 30.3 20.2 24.0
T Sefadex G150 1.0 0.34 92.9 273.2 182.1 22.0




2. PURIFICACION DE DNA POLIMERASA, ETAPA TEMPRANA.

Una vez obtenida la enzima parcialmente purificada de la etapa tar -
dia de imbibicidn, se procedi6 a aislar la actividad de DNA pol. pre
sente en la etapa temprana, 3 hrs. La técnica de purificaci6n que -
se sigué, fué la misma que se montd para 24 hrs., que se mestra en

la tabla VI. En este caso, se ensayl en cada uno de los pasos tanto
la actividad de DNA pol. tipo a , como tipo B. En ningln caso, ni
alin en el extracto crudo (fraccién I), se pudo detectar la actividad
de DNA pol. tipo B .

Por lo anterior, se procedid aaislar la actividad de la DNA polimera
sa presente mayoritariamente en la etapa temprana de imbibicién. Es
importante hacer notar que de cualquier forma, siempre se rastre6 la
posible presencia de una DNA pol. tipo B.

En la figura 5, se muestra el perfil de elucién de la columa de DEAE
celulosa para 3 hrs. de imbibicién. En ella se observa que la mayor
actividad de DNA pol. eluye alrededor de 250 20mM de fosfato de po-
tasio, tomando los datos obtenidos en los experimentos realizados.
Comparando el perfil de elucién de la etapa temprana con el de la eta
pa tardia que se muestra en la figura 3, puede decirse en términos -
generales, que el patrén de eluci6n, tanto de proteinas como de acti
vidad, es muy parecido en ambos cusos.

Las fracciones activas de la columa de DEAE-celulosa se juntaron, -
concentraron y se pasaron por wna columa de Sefadex G-150. En 1la

fig. 6, se nuestra el perfil de elucidn de dicha columa, en donde -
se observa que la mayor actividad eluye en la fraccidén # 4 (fraccidn
IV). Nuevamente, si se comparan los perfiles de elucién de la colum
na de Sefadex para ambas etapas, fig. 4 y 6, puede observarse que am
bos son muy similares.
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FIG. 5. Perfil de elucion de la columna de DEAE - celulosa de la
actividad de DNA polimerasa de ejes embrionarios imbibidos durante
3 h. La fraccionIl (2 ml) se aplicé a una columna de DEAE-celulosa
(1x8¢m ), previamente equilibrada con la solucion amortiguadora E (10 mM
de fosfato de potasio) y se lavd con 3 volimenes de columpo, con la
misma solucion amortiguadora. Las proteinas retenidas se eluyeron con 8
volumenes de un gradiente lineal de 10-400 mM de fostato de potasio
(linea punteada ————-, coiectandc fracciones de 1 ml con un flujo aprox.

de 10 mi/h. Proteina (-—-——-—). Actividad de DNA polimeraso (m).
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Protefna (mg/ mi)
-3
Actividad de DNA polimerasa (unidades/mi)

10

N° de fraccidn
F1G. 6. Pertil de elucion de la columna de Sefadex G-150 de la
actividad de DNA polimerosa de ejes embrionarios imbibidos durante
3 h. La fraccion IT (0.4 mi) se aplicé @ una columna de Sefadex G-
150 (0.7 x 20 ¢cm), previamente equilibrada con la solucidn omortvigua-
dora B(60 mM de fostfato d.e potasio). Las proteinas se eluyeron con 1.2
volimenes de columna de la misma solucidn omor'igu;:dorc,goloctondo
fracciones de 1ml con un flujo aproximado de 3 mi/h. Proteina (———)

Actividad de DNA polimerasa (Mm).
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En la fig. 7 se mestra una fotografia de un gel de poliacrilamida,-
en donde cada carril corresponde a los diferentes pasos de purifica-
cién. Puede observarse que hay una banda, B, alrededor de 90,000 de
PM, que se va intensificando conforme avanza la purificacién. Asi -
mismo, se observa otra banda, A, que aparece en-el carril 3 (frac ---
cidén 22 de 1a columna de DEAE-celulosa) y que corresponde a un PM -
aproximado de 105,000, pero esta no se intensifica, por lo que es -
mis probable que la INA pol. aislada cn esta etapa, 3 hrs. de imbibi
cién, corresponda a la banda de PM aproximado: 90,000 (B).

Finalmente, en la tabla-VIII se muestra el cuadro de purificacidén pa
ra la enzima aislada a partir de ejes imbibidos durante 3 hrs. En -
este caso, solo se pudo lograr purificar la enzima 50 veces, obtenién
dose : un bajo porcentaje de recuperacién, en comparacidn con la en-
zima aislada a partir de ejes imbibidos durante 24 hrs. (tabla VII).
Asimismo, puede observarse que la actividad especifica, de la enzima
*aislada a las 3 hrs. de imbibicién, es menor que la encentgada para
la muestra de 24 hrs. de imbibicién. En la fig. 8 se muestra una ci
nética de tiempo, en donde se ve claramente como la actividad de 1la
enzima aislada a partir de los ejes'inbibidos durante 24 hrs. es pro
porcional al tiempo de incubacién, aln a los 120 min, en tanto que -
la actividad de 1a enzima aislada a partir de las miestras imbibidas
durante 3 hrs. no sigue este comportamiento, y aproximadamente a los
60 min. alcanza un miximo de actividad, llegando a una meseta des --
pués. Lo anterior podria indicar la presencia de un factor, en el -
caso de la enzima aislada para la muestra de 3 hrs. de imbibicién, -
que la estd inhibiendo.

Este dato ayudaria a explicar por-qué, a pesar de tener una cantidad
de proteina comparable en los Gltimos pasos de purificacién en ambas
etapas, la actividad total, y con ello la actividad especifica de la
enzima aislada en la etapa temprana, 3 hrs. de imbibici6n, es menor
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con sulfoto de amonic 40%. Carril 3 tmwi& 22 ‘0 ll w*me ds
DEAE - celulosa. Carril 4 fraccidn I¥, concentrado de la columno de DEAE:
celulosa. Carriles 5, 6y7 fracciones 3, 4 y 5 és la columna de Sefodex
G-150. Corrii 8 patrones de P. M.

A. Bondo que aparece conforme ”,"“W’“:-“‘ pases de purificacion.

8. Banda que se intensitice eaﬁomifémcmﬁ‘ los pasos de puritication.
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TABLA YII. Cuadro completo de purificacion de la DNA polimerasa

imbibidas durante 3h.

aislada a partir de las muestras

Volumen Proteina Actividad | Actividad Veces %
Fraccion T otal Total Total Especifica de de
(ml) (mg) (unidades) | (unid/ mg) purificacion | recuperacion
1 ext. crudo 33.0 192.3 104.5 0.54 - 100.0
I pp 40 % 2.0 34.8 28.6 0.82 .S 27.4
II DEAE-cel 0.4 3.0 11.3 3.77 6.9 10.8
7 Sefadex G-150 1.0 0 .44 11.45 26.0 47.9 11.0
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F1G.8. Actividad de la DNA polimerasa aislada a partir de ejes embrionarios imbibidos durante

3h (A) y 24 h (B) conrespecto al tiempo de incubacion a 37°C.



que la de la enzima aislada en la etapa tardia, 24 hrs. de imbibi -
cién. Con el fin de poder determinar si las enzimas parcialmente
purificadas en ambas'.etapas son del mismo-tipo, se procedi6: ‘a"f"reafi-
zar la caracterizacidn de cada una.

3.  CARACTERIZACION.

3.1.  pH.

En la fig.9 (Ay B), se muestra como se ve influida la actividad de
las enzimas en cada etapa, con respecto al pH de la solucién amorti-
guadora de la mezcla de reaccién.

Comparando . ambas graficas, puede observarse que la forna de la curva
es la misma en ambos casos, aunque es importante hacer notar la dife
rencia en cuanto a la actividad -en ambas etapas, mucho méyor a2 -
hrs. que a 3 hrs. En términos generale.;;, puede decirse que el pH in
fluye de manera muy parecida en la actividad de ambas enzimas, obser
vandose una mixima actividad a pH 7.6 en los dos ‘casos.

3.2 Temperatura.

En la fig. 10 (A y B), se muestra el efecto de la temperatura sobre_
la actividad de las enzimas aisladas en ambas etapas. Nuevamente, -
en términos generales, puede decirse que 1la fomma de la grifica es -
comparable en ambos casos, observindose un rango de temperatura Gpti
mo que va de 30 a 37°C. ‘

También puede apreciarse claramente, que a temperaturas elevadas, la
actividad enzimitica se pierde casi completamente (fig. 10 B).
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S6lo para la enzima aislada en la etapa temprana de imbibicién, 3 hr.
se determin6 la inactivaci6n f)or el calor, para lo cual 1a enzima se
incub6, en la soluci6n amortiguadora de-ensayo, a 50°C durante dife-
rentes tiempos. En la fig. 11 se puede observar como disminuye 1a ac
tividad enzimitica de manera proporcional conforme se incrementa el:
tiempo de incubacién a 50°C.

3.3 Concentracién de cloruro de potasio.

En la fig. 12 se muestra el efecto de la concentracitn de KC1 sobre -
la actividad enzimitica. En ella se puede apreciar que la forma de -
la curva para ambas enzimas, A y B, es muy parecida. Asimismo, pue-
de observarse que con 50 mM de KC1 se obtiene la mayor estimulacién -
de la actividad enzimitica, en ambos casos, y a concentraciones mayo-
res dicho efecto estimulador desaparece.

3.4 Concentracién de cloruro de magnesio.

En la fig. 13 (A y B), se mestra el efecto-de la concentracién de -
MgCl, sobre la actividad de las enzimas, en donde puede observarse <
claramente que existe una dependencia absoluta de la presencia de Mg
para que las enzimas puedan actuar. En ausencia de MgCl,, no hay ac-
tividad enzimitica.

Nuevamente puede verse que la forma que adopta la grédfica para cada -
wna de las enzimas es muy similar, obteniéndose wna mixima actividad
con 12 mM de MgCl,. Concentraciones por arriba de este valor, produ-
cen una disminucién en la actividad enzimitica en ambos casos.

3.5 Inhibidores.

Por Gltimo, se estudi6 el efecto de algunos compuestos, que se sabe -
actuin sobre las DNA pol. tipo o de mamiferos, sobre la actividad de
las enzimas aisladas en ambas etapas.
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Los resultados obtenidos se muestran en la fig. 14 (A y B).

La barra #1 representa, en ambos casos, 1a actividad enzimitica del
control, que corresponde a 11.29 unidades/ml para 3 hrs., y a 27.2 -
unidades /ml. para 24 hrs. Los datos se reportan tomando estos valo
res como. 100%.

La novobiocina es un inhibidor de la sintesis de INA. Originalmente,
se observ6 que este compuesto tiene un efecto directo sobre la INA -
topoisomerasa II (Gellert, 1976). En la actualidad, se tienen algu-
nos reportes que indican la inhibici6n, por novobiocina, de 1a DNA -
pol. tipo a de animales (Burke, et al, 1979; Edenberg, 1980; Nishio
y Uyeki, 1982).

Por lo anterior, se determind el efecto de este compuesto sobre la -
actividad de las enzimas aisladas (barra # 2). En ambos casos, se -
observa que la novobiocina no ejerce ningln efecto sobre la activi -
.dad de las DNA pol. aisladas.

Se ha reportado que ara-CTP tiene un efecto inhibidor sobre las INA
pol. tipo a (Furth y Cohen, 1968; Frindland,1977; Yoshida, et af, -
1977). La barra # 3, muestra claramente como ara-CTP tiene un fuer-
te efecto inhibidor sobre ambas enzimas, alrededor de un90% en 1los
dos casos. '

Es bien sabido que en el sitio activo de las INA pol. tipo a se en-
cuentran presentes grupos sulfhidrilo que son indispensables para su
actividad. Con el fin de observar esto se empled NEM,como se puede
observar en la barra # 4, este compuesto ejerce un fuerte efecto in-
hibidor sobre la actividad de ambas enzimas; mis de un 90% en los -
dos casos. '
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Otro de los compuestos que se probaron, fué BuAU, el cual se ha re -
portado como inhibidor de las DNA pol.-tipo o de mamiferos (Wright,
et al, 1980; Wright, et af, 1982). La barra # S muestra los résultg_
dos obtenidos con BuAl; en ambos casos, este compuesto inhibe tan so
lo 20%, a la concentracién utilizada.

Un hecho importante que debe hacerse notar, es que tanto NEM como -
BuAU se encuentran disueltos en un solvente orginico, DMSO, ya que -
son insolubles en agua. En estos casos, se introdujo un segundo con
trol, al cual se le adicienS una cantidad equivalente del solvente.
El efecto que se observd del DMSO sobre la actividad de ambas enzi -
mas, siempre fué estimulador, incrementindose la actividad en presen
cia de este solvente alrededor de un 30%. Lo anterior podria ser un
indicio de que la actividad de esta enzima se ve favorecida por un -
anbiente hidrofébico.

‘Por Gltimo, se utiliz6 afidicolina, ya que se sabe que este.compues-
to es un potente inhibidor de las DNA pol. tipo @ de animales (Ike-
gami, et af, 1978; Chashi, et af, 1978; Hanaoka, et af, 1979)y de -
plantas (Sala, et af, 1980 ). La afidicolina es insoluble en agua,
por lo que se empled etanol para poder disolverla. El etanol por si
solo muestra un ligero efecto inhibidor sobre la actividad de las DNA
pol. aisladas, pero este efecto se tomd en cuenta al realizar el -
cilanlo final. La barra # 6 muestra los resultados obtenidos al -
utilizar este inhibidor. Es de hacer notar que en este caso, si -
existe diferencia en cuanto a la sensibilidad a la afidicolina por -
ambas enzimas. La de la etapa temprana solo resulta inhibida un 10%,
en tanto que la de la etapa tardia se inhibe poco mis de un 60%.

Finalmente, la barra # 7 muestra la actividad de una posible DNA -
pol. tipo B presente. Las diferencias mis importantes en la mezcla
de reaccidn para probar la actividad de DNA pol. tipo B son: a) ma-
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yor concentracion de sales, b) pH mis bdsico y C) 1la presencia de -
NEM, con el fin de inhibir a 1a DNA pol. tipo o presente. La barra
# 7 muestra una actividad remanente muy parecida a la que se encuen-
tra cuando se mide la actividad de DNA pol. tipo o en presencia de

NEM, barra # 4. Es pues poco probable que se encuentre presente una
actividad de DNA pol. B .
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DISCUSION

En el caso de las gramineas, la sintesis replicativa del DNA es un -
evento que ocurre tardiamente, comparado con la sintesis de RAA y -
proteinas, durante el proceso de la germinacidn. No obstante, tanto
en centeno como en maiz (Osborne, et af, 1980; Vdzquez-Ramos y Lépez,
1986) se ha observado que existe sintesis de INA en 'etapas my tem -
tempranas de la germinacidn, que aparentemente no corresponde a una
sintesis replicativa del INA.

Con el fin de obtener datos sobre el tipo de sintesis que se lleva a
cabo tanto en la etapa temprana como en la tardfa de la germinacién
de ejes embrionarios de maiz, se decidié aislar las DNA polimerasas
presentes en ambas etapas.

Se sabe poco acerca de la funcién que desempefian los diferentes ti -
pos de DNA pol. presentes en vegetales superiores. Los estudios rea
lizados en mumiferos, indican que la INA pol. tipo o estd involucra
da en la sintesis replicativa del DNA nuclear y la tipoB en la repa
rativa. Es por ello, que se esperaba encontrar preferencialmente -
una actividad tipo B en la etapa temprana (3 hrs. de imbibici6én) vy
una tipo a en la etapa tardia (24 hrs.) de la germinacién del maiz.

Con el fin de poder obtener datos acerca del tipo de DNA pol. presen
te en maiz en diferentes ctupas de la germinacién, lo primero que se
hizo fué wontar la técnica de purificacitn parcial. Para ello, se -
probaron varios tipos de resinas, en base a lo reportado en la biblio
grafia para enzimas de este tipo cn otros sistemas, tanto vegetales

como animales.
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En la mayoria de los casos, la fosfocelulosa ha dado buen resultado.

Se ha observado que este tipo de resina retiene la mayoria de las -

proteinas y enzimas que se sabe mteractuan con los dcidos nuclelcos.»
Sin embargo, en el caso de maiz esta Tesina no func:.ono, ya que al -

cargar la columa con la muestra (fraccmn II), la actividad. se p1er .
de totalmente. Esto podria exphcarse de dos fornas; que la enzima
se pega tan fuertemente a la resina de forma que resulta muy dificil
despegarla, o que al pasar la enzima por esta resina, por alguna ra-
z6n, se-inactive.

Por lo anterior, se probd una columna de HTP. Los resultados -obteni-
dos con esta resina fueron mejores, ya que se obtuvo un picd de ac'ti
vidad bien definido, pero se encontrd que el utilizar esta resina -
presenta dos desventajas, las cuales estdn estrechamente relaciona -
das.

La primera es que el grado de purificacién‘y porciento de recupera -
ci6n de la actividad es muy pobre. La segunda, es la baja velocidad
de flujo de esta columa. Cuando se mont6 la técnica de purifica -
ci6n parcial, pudo observarse que el tiempo es un factor muy impor -

tante en los primeros pasos de purificacibn, ya que aparentemente la

enzima es miy 14bil antes de ser purificada. Es muy probable enton-
ces, que &sta sea la principal razén por la cual s6lo puede recupe--
rarse una minima parte de la actividad cuando se utiliza una resina.
de HTP.

En base a los resultados obtenidos con estas resinas, se decidi6 pro
bar DEAE-celulosa. Los resultados obtenidos con esta resina fueron

muy buenos, ya que a pesar de que no se aumentan mucho-las veces de’
purificacién, comparando el cuadro de purificacidn utilizando HTP -.
(tabla V) con el obtenido cuando se utiliza DEAE-celulosa (tabla VII)

si se incrementa el porcentaje de recuperacitn. Es de hacer notar -
tlq
r2000~"4.
¥ DE ’4 79

I‘"\



que la enzima se pega fuertemente a la resina, a pesar de tratarse -
de una resina de intercambio aniSnico, ya que se requiere de alrede-
dor de 250 M de fosfato de potasio para poder eluir la enzima. Lo
anterior sugiere que la enzima posee alguna regidn con carga negati-
va que podria ser la que interactuara con la resina.

Otras resinas utilizadas también tuvieron inconvenientes por las ra-
zones antes dadas, por lo que se decidié trabajar con DEAE-celulosa
como primera columa, y Sefadex G-150 como segunda. Con esto se com
pletd el esquema de purificacidn parcial que se muestra en la tabla

VI y que fué el que se siguid para aislar la enzima en ambas etapas,
tanto la temprana como la tardia, de la geminacidon de ejes embriona
rios de maiz.

En cuanto a la purificacién parcial de la enzima en ambas etapas, -
hay un punto importante que debe hacerse notar, y es el hecho de que
la actividad especifica de 1a enzima aislada a partir de ejes imbibi
dos durante 3 hrs., siempre es menor que la de la enzima aislada a

partir de ejes imbibidos durante 24 hrs.

Si se compara el cuadro de purificacidn de las enzimas aisladas a -
partir de las muestras imbibidas durante 3 y 24 hrs., tabla VIII y -
tabla VII respectivanente, puede dbservarse que la cantidad de protei
na total presente en el extracto crudo, fraccién I, es menor en las
muestras imbibidas durante 3 hrs., que en las de 24 hrs. No obstante,
conforme proceden los pasos de purificacién, 1a cantidad de proteina
total presente en las fracciones II, III y IV son comparables en los
dos casos. Sin embargo, la actividad total, y con ello la actividad
especifica, en la etapa temprana (3 hrs. de imbibicién) es mucho me -
nor que en la etapa tardia (24 hss) de 1a germinacién. '
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El hecho de que siempre la actividad encontrada a partir de las mues
tras imbibidas durante 3 hrs. sea mucho menor que a partir de las de
2% thrs:, podria explicarse de dos formas diferentes: 1) la enzima -
presente en la etapa temprana (3 hrs.) se encuentra en menor canti -
dad que 1la de la etapa tardia (24 hrs) o 2) la enzima presente en la
etapa temprana se encuentra inhibida. Como puede verse en la fig. 8
B, la actividad de la enzima aislada en la etapa tardia se incremen
ta, de manera proporcional, conforme aumenta el tiempo de incubacitn
a 37°C. En cambio, la actividad de la enzima aislada en la etapa -
temprana (fig. 8 A) no es proporcional con respecto al tiempo de in-
cubaci6n. Esto tal vez podria indicar la presencia de un inhibidor

de la actividad de DNA pol. aislada a partir de las muestras-imbibi-
das durante 3 hrs., el cual se encontraria pegado a la enzima, ya

que copurifica junto con esta. Lo anterior podria a la vez explicar
los datos obtenidos en cuanto a la purificacidn de ambas enzimas. Es
tos datos también podrim explicarse en base a la presencia, en las -
fracciones de la enzima aislada en la etapa temprana, de una enzima

que degréde el DINA formado, pero esta segunda opciGn parece menos -
probable.

Una i’oma de poder comprobar la primera opcién, seria probando : ex-
tractos combinados de las fracciones IV aisladas en ambas etapas. Es
decir, obtener la fraccién IV a partir de muestras imbibidas durante
--3 y 24 hrs. y hacer el ensayo de actividad de cada una por separado,
y iuego probar agregando parte de la fraccion IV de la muestra de 3
hrs. a la fraccién IV de la muestra de 24 hys. y observar si hay in-
hibicién de la actividad.

Para poder distinguir si se trata de la segunda opcitn, una enzima -
que degrade el producto formado, podria hacerse el ensayo de activi-
dad para la fracci6én IV de 1a muestra de 24 hrs. y luego, ya al pro-
ducto formado, agregarle parte de la fraccion IV de la muestra de 3
hrs. y observar si se degrada el producto formado.
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Con lo anterior podria comprobarse si se trata de alguna de estas po
sibilidades. Aunque hay que tener en cuenta que si se. trata de un in
hibidor, es muy probable que éste se encuentre fuertemente pegado a "

1a enzima, posiblemente wn modulador alostérico negativo, yé que al -
parecer purifican al mismo tiempo. Lo mis conveniente serfa entonces,
en primer lugar, lograr la purificacién de ambas enzimas a homogenei-
dad, para de esta forma poder saber realmente a que se debe que la ac
tividad de la enzima aislada a partir de las muestras imbibidas duran
te 3 hrs. sea mucho menor que la de 24 hrs.

Con el fin de comprobar que las enzimas aisladas en ambas etapas eran
del mismo tipo, se procedi6 a realizar su caracterizacién. Como se
observa en la parte correspondiente a resultados, ambas enzimas mues-
tran los mismos requerimientos en cuanto a pH, temperatura, concentra
cién estimulatoria de KCl y requerimiento de MgCl, (fig. 9,10,12y13,
respectivamente), y ambas reaccionan de manera similar ante la presen
cia de varios compuestos que se sabe tienen un efecto inhibidor sobre
la actividad de DNA pol. tipo a (fig. 14). Estos resultados indican
que las enzimas aisladas en ambas etapas entran dentro de lo que co -
rrespande a una INA pol. tipo o , en base a la clasificacién que se
hace comparando las caracterfsticas de la DNA pol. o de animales, -
las cuales incluyen; elevado peso molecular, requerimiento absoluto -
por un cati6n divalente (preferencialmente Mg“ ) e inhibicién por -
elevadas concentraciones de cationes monovalentes, ara-CIP, NEM y afi
dicolina.

A continuacién se hace una comparacién de las caracterfsticas de las
enzimas aisladas en este trabajo y otras DNA pol. o aisladas a par -
tir de diferentes fuentes incluyendo: 0. mefanogaster, mamiferos y al
gunas especies vegetales (tabla IX).
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Tempera- K Cl Mg Cl, % de Inhibicidn .
Fuente pH

tura (°C) (m M) (mM)  [Novobiocina | Ara-CTP| NEM BuAU |Afidicoling
1. C. melanogaster 8.5 No™® 60 12 ND ND  |90(@ImM)| ND  |25(5ug/mi)
2. Hela 7.0-75 ND 50 2..'; ND 90(.0mM)|90(3 mM) ND 90(30mg/ml)
2. C¢€iulas K.B. 7.6 ND 50-100 10 ND ND ND ND. ND
4. Vinca rosea 7.5 ND 50 6-15 ND ND [so(omM)| NC ND
5. Cryza sativa 7.2-8.4 ND ND 5-10 ND .ND |2000mM) ND ND
S. Trigo 7.0-8.0 ND ND 5 ND ND 90(5-10mMm) ND |’D
7. Soya 7.5-8.0 ND 50-100 10 ND ND 90(>2m M) ND ND
8. Espinaca 7.0-8.5 ND ND 10 ND ND 90(0.1mM) ND 90(10pug/ml)
Ja.Maiz(etapa temprana) 7.6 30-37 50 12 O(IOO#gAnl)mo;tgﬁﬂlSZ(lOmM) 26(40;.10/"1) 10(50pg/mil)
9b.Maiz (etapa tardia) 7.6 30-37 50 12 |0(100ug/ml) BOQOMBS(IOmM) la(4b;lq/ml) 62(5Cpg/mi}

TABLA IX. Cuadro comparativo de las propiedades de algunas DNA polimerasas tipo ot aisladas a partir de diferentes fuentes

tanto animales como vegetales.

| Banks, etal,1979; 2. Enomoto, et al, 1983 ;3. Fisher y Korn,1977;4 .Gardner y Kado,1976; 5. Amileni, et al, 1979,

[+ ]
& 6.Castroviejo, et al,1979,; 7. D'Allesandro,et al,1980; 8. Misumi y Weissbach,1982; 9a y 9b. Presente trabajo.

AIND No determinado.
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Con respecto al pH 6ptimo encontradv, 7.6, puede observarse claramen-
te que cae dentro del rango de pH Gptimo reportado para otras espe-
cies, con excepcién de 0. melanogaster, el cual resulta ser bisico.

En ningln caso se reportan estudios del efecto de la temperatura so -
bre la actividad. Aunque en todos ellos se indica que el ensayo de -
actividad se realiza a 37°C, lo cual podrfa llevar implicito que es -
la temperatura fptima para cada una de ellas. En el caso concreto -
del maiz, se encontrd un rango de ‘temperatura Gptimo que va de 30-37°
C.

Con respecto al efecto de KC1 sobre 1a actividad enzimitica, puede ob
servarse que el efecto estimulador de 50 mM observado en este trabajo,
concuerda con los datos rei:ortados para D. mefanogaster, Hela, c€lu -
las KBy V. nosea y soya. (tabla IX.).En algunos casos, como espinaca,

~t'rigo y arroz, Gnicamente reportan el efecto inhibidor que ejerce KCl
"a elevada concentracién (200 mM), sobre la actividad de 1a DNA pol. -

o . En el presente trabajo, no se utilizaron concentraciones tan -
elevadas (200 mM), pero put_adé observarse claramente como a concentra-
ciones mayores a 50 mM, 1la actividad disminuye (fig. 12).

En cuanto al requerimiento de un cati6n divalente, los datos obteni -
dos en este trabajo concuerdan con lo reportado en otras especies, en
cantrandose que la concentracién 6ptima de MgCl, es de 6—15 mM, con
excepciGn de Hela. En todos los casos, se observa un requerimiento -
absoluto por un cati6n divalente, preferencialmente Mg++ sobre Mn“,
y una inhibici6n a concentraciones mayores (fig. 13 y tabla IX).

Finalmente, con respecto al efecto inhibidor de varias substancias, -
en la mayorfa Gnicamente reportan el efecto que ejerce NEM, y ocasio-
nalmente afidicolina, sobre la actividad de las enzimas. En todos -
los casos, NEM inhibe alrededor de un 90%, a concentraciones tan pe-
quefias como 0.1 mM. En este caso, se probaron diferentes concentra -
ciones de NEM solo para la enzima aislada a 3 hrs. de imbibicién.
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En la fig. 15, puede observarse que concentraciones de 0.1 mM inhiben
60%, mientras que concentraciones mayores, 10 mM, inhiben poco mis de
90%.

En ningln caso, de los que se encuentran en-el cuadro de la tabla IX,
se muestra el efecto de novobiocina o BuAll sobre la actividad de 1las
enzimas, pero se ha reportado al menos en mamiferos,que novobiociﬁé'y
BuAU inhiben pol. @ (Burke, et af, 1979; Edenberg, 1980; Nishioy -
Uyeki, 1982; Furth y Cohen, 1968; Frindland, 1977). En este caso. se
encontr6 que la novobiocina no tiene efecto-sobre 1a actividad de las
enzimas aisladas y BuAU, a la concentraci6n utilizada, inhibe sélo al
rededor de wn 20%.

El efecto de ara-CTP Gnicamente se reporta para Hel.a, encontrando que
inhibe 90% a 1.0 mM. En este trabajo, se encontr6 que ara-CTP 200 -
u g/ml inhibe alrededor de 90%. Finalmente, la afidicolina se ve que-
tiene efectos variados, tanto en espinaca como en Hela se observa wn
90% de inhibicién (a concentraciones de 10 y 30 u g/ml respectivamen-
te) en tanto que en 0. mefanogaster solo se observa un 25% de inhibi-
cién (a S5ug/ml). Los datos obtenidos en este trabajo muestran que -
las enzimas aisladas a partir de mafz no son tan sensible_s a este 'co,g
puesto,- e inclusive, la afidicolina tiene un efecto diferente en am -
bas. Para la enzima aislada en la etapa temprana se logra wia inhibi
ci6n de tan solo un 10%, en tanto que para la de la etapa tardia el -
efecto inhibidor es mayor, alrededor de un 60%. Esto podria ser um -
indicio de una pequefia diferencia en cuanto a la naturaleza de ambas
enzimas.

Un dato que se desprende de este estudio, y que resulta interesante,-
consiste en el efecto estimulador, observado en ambas enzimas, que -
tiene el IMSO, el cual también se ha visto que se lleva a cabo en el
caso de la DNA pol. tipo & aislada a partir de placenta humana (Lee,
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ciento del control.
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et al, 1986). Dicho efecto estimulador podrfa ser wun indicio de que
la enzima trabaja en un ambiente hidrof6bico.

Los datos obtenidos, indican que las enzimas aisladas en anbas etapas“
se clasifican como DNA pol. o . Pero estos datos de ninguna manera
excluyen la posible existencia de una INA pol. de algGn otro tipo, -°
tal vez una tipo B , al menos en etapas tempranas de la gemminacCifn.

Los datos referentes a la existencia de una INA pol. tipo_ g en plan-..
tas aln son confusos, pero al parecer ésta si se encuentra "pre'seilte ,-*'-
pero no en todos los tejidos ni en todos los estados del desarrollo Y i
por ello es mis dificil poder detectarla y, amado a ello, aislarla. -

Es muy posible entonces que en este sistema, ejes enbrionarios de -
mafz, si exista una DNA pol. tipoB , pero tal vez hace falta encon-.
trar wn ensayo de actividad mis sensible o un método. de purificacién
mis adecuado. o
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CONCLUSION

De este trabajo puede concluirse que se ail§ una DNA polimerasa "'t'i'po )
o tanto en la etapa temprana (3 hrs.), como en la tardfa (24 hrs.). -
de la imbibici6n de ejes embncnanos de mafz, en base princ1pa:lmn
te, a sus requerimientos pero sobre todo, a su :respuesta a mhlbldo <
res especificos para este tipo de polimerasa.

Asimismo, se observa que la enzima aislada a partir'de las muestras -
inbibidas durante 3 hrs. es menos activa que la de 24 hrs. Esto’
podria deberse ya sea a una menor cantidad de la enzima o a la posi -
ble presencia de wn inhibidor de 1a actividad de INA pol. en la enzi
ma aislada a partir de las muestras de 3 hrs. de imbibicién.

Con respecto a la caracterizacidn, puede decirse, en téminos: genera-
les, que ambas enzimas muestran los mismos requerimientos en cuanto a
temperatura, pH, concentraci6én de KC1 y MgCl, para obtener wna mi
xima actividad.

En el caso de los diferentes inhibidores utilizados, Gnicamente se ob
serva una diferencia significativa en el caso de la respuesta a afidi
colina para ambas enzimas, siendo mis sensible la de 1la etapa tardfa
que la de la temprana.

Un punto importante de tomarse en cuenta, es que las enzimas no se -
aislaron a homogeneldad, por lo que serfa conveniente lograr aislar -
las a homogeneidad para de esta forma, poder caracterizarlas mejor
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Como se mencion6 en la discusion, los datos reportados en este traba-
jo de ninguna manera excluyen la posible existencia de una DNA pol. -
de otro tipo, como podrfa ser una de tipo B .

Una posibilidad, para encontrar el método de purificacién y el ensayo
de actividad mis adecuado, podria ser induciendo un dafio al INA de -
los ejes embrionarios de maiz. Por ejenblo, tratar los ejes con bleo
micina y aislar la enzima ﬁresente mayoritariamente en la etapa tem -
prana de imbibicién. Se ha observado que este compuesto induce una -
sintesis reparativa relacionada con la actividad de DNA pol. 8 (Mi -
ller y Chinault, 1982; Miiler y Lui, 1982). De esta forma, serfa mis
fdcil poder montar 1la técnica y el ensayo adecuado para poder aislar-
la y detectarla. Una vez teniendo esto, irse a ejes -embrionarios no
tratados a diferentes horas de imbibici6n.
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