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RESUMEN 

La síntesis replicativa del oo·es ün evento que ocurre relativanente 

tarde durante la genninaci6n de semillas. No obstante, se ha obsel'V! 

do que existe un bajo nivel de síntesis de INA, que puede detectarse 

dentro de la primera hora_y que precede al proceso replicativo. Di -

cha síntesis temprana de INA se ha ccnsiderado que pudiera ser de ti­

po reparativo. 

Con el fin de distinguir el tipo de síntesis que se lleva a cabo en -

la etapa teJJt>rana de la que ocurre en la etapa tard!a de la imbibi -­

ci6n de ejes embrionarios de maíz, se escogi6 detenninar si existía -

algtm.a diferencia en el tipo de enzima que sintetiza el INA en ambos 

períodos. 

Para poder lograr esto, se 11Dllt6 la técnica de aislamiento de mA po­

limerasa, con la que se logr6 purificar parcialmente la actividad del 

tipo de enzima presente mayoritariaroonte en anbas etapas y se llev6 a 

cabo la caracterización de cada ma de ellas. 

Los resultados obtenidos muestran que las enzimas aisladas en anbas • 

etapas corresponden a tma. INA pol. tipo a , en base a sus reqtieri -­

mientos, pero sobre todo a la respuesta a varios compuestos que se S.!_ 

be inhiben específicamente a las DNA polimerasas tipo alfa. 



INTRODUCCION 

Las DIJllocotiled6neas contribuyen de manera muy inp)rtante a la econo 
mía del hoDDre, y entre éstas las gramíneas constituyen una de las 
principales fuentes alimenticias en el DUKlo. El oonocimiento de la 
estructura y funciones bioquímicas de sus semillas durante los even­
tos trempranos de la genninaci6n, pueden suministrar tm mejor enten­
dimimto de los sistemas de control que detenninan el buen establee,!. 

miento de la plántula. El maíz, Zea may6 Li.nnaeus, es Wl buen ejem - . 
plo. 

I.A SEMIIJA. 

Para la mayoría de las plantas, la semilla es tm paso muy importante 
en su ciclo de vida, pues esta contiene la·planta en miniatura para 

propagar la especie y lograr así su supervivencia. Para poder lo -
grar su ñmción como unidad de dispersi6n, la semilla se enruentra 
bien equipada, tanto fisiol6gica com estructur~lmente. Asimismo, -
está.provista de reservas alimenticias para poder sostener a la pl~ 
tula joven hasta que es autosuficiente, es decir, hasta· que es capaz 
de fotosintetizar. 

El desarrollo de la semilla se inicia con la fertilización del ówlo. 
Es wta estructura compleja constituída por m embrión rodeado por 
tma cubierta protectora. El embrión generallll:'nte se deriva de la -
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fusi6n del núcleo de los gametos femenino y masculino. La cubierta 
o testa se origina de la planta materna y generalmente se desarroila 
de los integumentos del 6wlo. Además, las semillas de las angios -
pennas contienen endospenno el cual se deriva, al igual que el cm -
bri6n, del material genético materno y paterno y constituye~ teji­
do de almacenamiento de ali.mntos. (Bewley y Black, 1978). 

lba vez fonnada la semilla, se inicia una desecación progresiva de 
los tejidos. El contenido de hl.UIIOOad de la semilla completa, inclu­
yendo el embrión, cae d~sde 80-90\ hasta Wl 10\ en pocos días. A~ 
sarde esta extrema deshidratación, el enbrión desecado puede perma­
necer vivo semanas, años o décadas dependiendo de la especie. El -
principal requisito para reanudar la actividad sintética y reiniciar 
el crecimiento y desarrollo del embri6n es la adici6n de agua. 

La desecaci6n, c:anbia profundamente la subsecuente actividad bioquí­
mica de las células vivas del embrión. La síntesis de macromoléru -
las: INA, RNA y proteínas se detiene, y el embrión entra en tm esta-. 
do de mínima actividad metab61ica. Bajo esta condición, puede resi! 
tir las viscisitudes del medio ambiente. 

GERMINACIOO. 

Es el conjlDlto de etapas sucesivas que llevan a que la semilla cam -
bie de su estado quiescente o latente, al metab6licamente activo, de! 
pertándose con ello ma serie de eventos noleculares que llevan fina! 
mente a la fonnación de tma plántula a partir del embri6n. AlDlque el 
concepto de genninación no es fácil de definir, generalmente se dice 
que ha ocurrido una vez que una parte del embri6n, nonnalrente la ra­
dícula, atraviesa completamente la cubierta de la semilla. Este aco!!_ 
tecimiento es precedido por una serie de eventos que son acompañados 

3 



por, o tcnninan en wt incremento irreversible en el volúmen del eje 
embrionario. Desde un punto de vista bioquímico, la germinacion ~ 

dría definirse coa> la serie de eventos JOOleculares que anteceden a 
la prirerd división 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 suplenento de agua, teDl)Cratura y composición de gases 
Jdecuado y pard algimas semillas, la luz es un factor importante 

(Mayer-y Poljakoff-Mayber, 1975). 

61 agua es e::;encial para la rehidratación com un paso inicial en la 
germinación. El per i6<lo inicial de absorción de agua, denominado i!!! 

bibición, aparece como wta hidratación física de las paredes celula­
res y de los·coloides citoplásmi.cos. La cantidad·de agua absorbiJa 
por la semilla depende de factores tanto propios, com medioambient_! 

les. 

Aurque la toma de agua es una condición necesaria, no es suficiente. 
La genninación es wt proceso de las células vivas y requiere de lDl 

gasto o consUDO de energía. Los requerimientos de energía genera! 
mente son proporcionados por los procesos de oxidación en presencia 
de oxígeno, lo rual involucra wt intercambio gaseoso, ::;alida de bi.§. 
xido de carbono y entrada de oxígeno. Es por esto que la genninación 
puede verse afectada por la composicim de gases de la atmósfera que 
rodea a la semilla (Hounnant y Pradet~ 1981; MJcquot, et al, 1981). 

Otro factor importante que influye en la genninación es la temperat!:!_ 
ra. La temperatura óptima para el desarrollo del embrión varía de 
acuerdo con la esJ)C'cic y las condiciones ambientales. Para cada es-
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peci~, existe t.ma temperatura mima y una mínima, por arriba o deb!_ 
jo de la cual la genninación no ocurre. Además, la teq,eratura eje!. 
ce un marcado efecto sobre la velocidad de entrada del agua _a la se 
milla. (Ching, 1975). 

La cubierta de la semilla también puede ejercer una profunda influe~ 
cia sobre la capacidad de genninación de Bl.lchas senüllas. La cwier­

ta puede regular la germinación estableciendo una barrera de perniea­
bili<lad y con ello, interfiriendo en la toma de agua; el intercalli>io 

gaseoso, particulannente la toma de oxígeno; y la salida, po-r dífu• 
si6n, de inhibiclores endógenos de la genninación. Además, la cubie!. 
ta puede también ofrecer resistencia mecánica al crecimiento del em­

brión. 

Un factor adicional que puede también influir en la capacidad de ger 

minaci6n de una semilla es la viabilidad del embrión. A lo largo -
del período q1.2 la semilla permanece seca, ocurren contínuaioonte pe­
queños cambios dentro de las células vivas, los cuales pueden even­
tualll).)nte llevar a la pérdida de viabilidad y vigor o sea, al envej~ 
cimiento de la semilla. El período de tieq,o que una semilla perma­
nece viable es IIU)' variable, y depende tanto de las condiciones de -
almacenamiento coro del tipo de semilla, 

En suma, bajo condiciones ambientales favorables, la absorción de -
agua por la semilla <lesata una serie de cambios que dan como resulta . -
do el desarrollo de una plántula. El embri6n respira rápidamente,.: 

pasando al estado metab6licamente activo y empieza a crecer tomando 
el alimento que ha estado almacenado en la semilla. 
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ALGUNOO A5PECTOS BI~UI.Mleffi DE LA GERMINACION. 

SINrESIS DE PRITTEINAS Y RNA ll.JRA,Tfl'E LA GEm-fiNACI~~ 

La síntesis de proteínas no ocurre en la semilla seca, comienza cuan 

do las células están suficienteinente hidratadas para permitir que 
los ribosonns se asocien con el RNAm. 

Dentro del reino vegetal, el sistema que ha sido más estudiado es el 
eni>rión de tl"igo. Se sabe que la fonnación del canplejo de inici!_ 
ción de la síntesis de proteínas está limitado por la I.D'íi6n de la 

subunidad pequeña del ribosana, 40S, con el metionil RNAt, en el si 
tio de iniciación indicado en el Ri~Am, y la posterior mión de la 

subunidad grande del ribosoma, 60S, quedando formado entonces el co!!! 
plejo de iniciación SOS (M1rcus, e;t al, 1970; Tarrago, e;t al, 1970; 

Weeks, e;t al, 1972). Para que esto se lleve a cabo, se requiere de 

la intervención de unos factores proteicos solubles, denominados fa.5:. 
tores de iniciación, que se sabe están presentes en la semilla seca 
(Seal, e;t al., 1972), GTP y tal vez ATP. 

Para que la elongación de la cadena pueda llevarse a cabo, se requi~ 
re además de la presencia de otros factores proteicos solubles, al -

menos uno para ir colocando los subsiguientes aminoacil-RNAt en la 
posición correcta en el RNAm, y otro para llevar a cabo la transloc~ 
ción del nbosoma sobre el R:'4Am, denominados factores de elongación 
y que requieren GfP para su actividad (Goliñska y Legocld,, 1973; Twar 
dowski y Legockt,1973). 

Es claro que la síntesis de proteínas ocurre en la semilla poco d~ 
pués de la ilrbibición (Fujisawa, 1966; Marcus, 1969; Walton y Soofi, 
1969). El tiempo exacto parece ser variable. En eni>riones disecta­
dos de trigo y centeno (Ma.rcus, e;t al, 1966; Roberts, e;t al., 1973; -
Sen, e:t al, 1975) y en ejes disectados de Phtt6eotu.6 vulga.JIÁ.l, (Gillard 
y Walton, 1973) se ha demostrado que dicha síntesis comienza dentro 
de los primeros 15-30 min. de ser colocados a imbibir en agua. 
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Asimismo, se ha obsen;ado que los polisomas se encuentran ausentes -

en las semillas s~, y que durante la imbibición, la formación de 

estos se ve acompañada por la concoori.tante disminución en el número 

de polisomas libres (f.brcus y Feeley, 1964). 

Existe ma cuestión, que hasta la fecha ha creado controversia, en 

relación a si la síntesis de proteínas en la semilla que se pone a 

imbibir es o no precedida forzosamente por la síntesis de. novo de -

RNA, particulannente, Ri'JAm. 

A este respecto, existen reportes que-lÍllestran que la síntesis de 

proteínas de novo puede ocurrir en la ausencia de ma concomitante -

síntesis de Ri'JA tanto en semillas de algodón (fure y Wáters, 1965) , 

embriones de trigo (Marcus y Feeley 1964; Ch.en, e;t. al. 1968), y sem!_ 

Has de chícharo (Barker y Hollinsheau, 1964), La conclusión se ba­

sa en evidencia de la contínua incorporación -de aminoácidos marcados 

en proteínas insolubles en ácido tricloracético (TCA) en la presen­

cia de actinomicina D, un inhibidor de la síntesis de RNA. 

Además, Weeks y Mlrcus (1971), encontraron que una fracción celular 

(fracción mensajera, H,0, obtenida a partir de embriones de semillas 

de trigo secas, podía estinular la síntesis de proteínas ~n v.i..tJw. 

furante los primeros m.irwtos de rnibibición, hay un a1.m2nto en la ac­

tividad de fM en el embrlón, la cual declina rápidamente hasta ause!!_ 

tarse en embriones imbibidos por tres horas. A medida que la activl 

dad de la FM decr~e el número de polisomas alllll)nta. Esto aporta -

una prueba de la existencia de RNAm almacenado presente en el embrión 

seco, y que éste se tme rápidamente a ribosomas durante la imbibición 

temprana. 

Resultados de este tipo apoyan el concepto de que durante la etapa 

temprana de genninación, la síntesis de proteínas está dirigida tmi-
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caDl!nte por RNAm de vida media larga, y que dicho RNAm es sintetiza­
do durante la embriogénesis, almacenado en la semilla seca, y reactt_ 

vado COl!K> DDlde s6lo después de la imbibici6n en agua. durante la&'-'!. 
minaci6n. No obstante, existen otros reportes que muestran la exis­

tencia de síntesis temprana de RNA en la genninaci6n. 

En 1979. Oleung y colaboradores, proporci<X1aron evidenda de que de! 
pués de 40 min. de imbibición, la síntesis de proteínas en trigo, es 

dirigida por RNA sintetizado de novO, más que el RNAm almacenado. 
Otros grupos han obtenido evidencia de que algunos de los RNAm alma­
cenados codifican para proteínas de reserva de la semilla (Bollini y 

Chrispeels, 1977; ~ri, et al, 1978) • Esto podría significar que -
parte del RNAm almacenado es el restante que fué traducido durante -
la maduración de la semilla, pero no fué degradado cuando la semilla 
se sec6 •. Desde luego que esto no descarta la posibilidad de que de!!. 
tro de estos RNAm almacenados puedan existir algunos específicos de 
genninación. 

La pregunta crucial de si estos nrnsajeros de vida 100dia larga, que 
están presentes en el embri6n seco, juegan un papel controlador en 
la germinación y en que tiempo los mensajeros sintetizados de novo 
son esenciales para el desarrollo, aún pennanece sin respuesta •. 

Otro ptmto de controversia, es con respecto al período de síntesis 
de las diferentes especies de RNA. En 1973, por estudios realizados 
en trigo, se sostenía que la síntesis de los diferentes RNAs se ini­
ciaba secuencialmente (Dobrzanska, et al, 1973) • Dichos es tulios DIJ! 

traban evidencia de que la síntesis de RNAm comenzaba antes que la 
del RNAr. Mas adelante, Spiegel y colaboradores (1975) y Sen y co­
laboradores (1975), 100straron claramente que la síntesis de RNA tolll!. 
ba lugar tan pronto como los enbriones se ponían a :inbibir y que se 
detectaba sirultáneamente tanto RNAr CODJJ RNA poliadenilado marcado-
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Otros investigadores reportaron resultados similares oon otras es~ 

cies lPayne, 1977; Takaiwa y Tanifuji, 1979). 

La sintesis de RNA durante la imbibici6n temprana requiere la presen­

cia de una RNA polimerac;a activa.Se ha visto que la enzima esta. pre­

sente tanto en enbriones de trigo colll> de cebada secos (Jendrisalc y 

Becker, 1973; F'abisz-Kijowska, et. al, 1975) , y que la enzina parece 

estar disponible en cantidades suficientes para catalizar la s!nte­

sis de RNA UUllldiatanente despul!s de la imbibici6n. 

Existe m aporte suficiente tanto de RNAt co100 de sus respectivos an! 
noacil- RNAt sintetasas, presentes en el sobrenadante de semillas se­

cas, para apoyar la síntesi~ de prote!nas. No. obstante, la s!ntesis 

de RNAt se ha visto que comienza dentro de los pri.neros 30 min. de i!!! 
bibici&l en embriones de centeno y trigo (Sen, e.t al, 1975;_ MarC\JS, -

et al., 1966); pero no se sabe cuando o si es que este RNAt estA invo­

lucrado en la sfutesis tenprana de protemas. 

SINTFSIS Y REPARACION IE ffiA. IlJRANTE LA GEOONACION. 

Durante la germinación, la secuencia de eventos que parecer ser comm 

a embriones de t.11 buen nGnero de semillas de gralll!neas puede dividir­

se en: a) eventos tenpranos; hidrataci6n, sintesis de proteinas, sin­

tesis de RNA y reparación de DNA y b) eventos tardíos o seCl.Dldarios; 

expansión celular, replicación del ffiA. y 100vilizacil5n de reservas 
(Osbome 1983). 

Esta secuencia disminuye progresivamente conforma la semilla envejece 

y pierde viabilidad, con lo que podr!a resultar el aplazamiento del 

tieq,o al cual ocurre la replicación del ~ en el enhrión. En enbr.!._o 

nes de cebada de alta viabilidad, la replicación del INA en la punta 

de la rarz y coleoptilo ocurre entre las primeras 3 a 4 hrs. de imbi­

bicién, pero en embriones ele baja viabilidad puede posponerse hasta -
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11-12 hrs. lOsborne, 1983). La disminuci6n en la velocidad de genni.; 

nacién no necesariamente evita o previene que se produzca, eventual­

mente, una plmitula normal. 

El tiempo exacto en que comienza la síntesis replicativa del INA no 

se ha podido determinar, más bien parecer ser variable, y va desde 4 

hasta 12 hrs. de imbibición (Chen y Osbome, 1970; M:>ry, e;t al, 1972; 

Buchowic:z., e;t al, 1978; Vázquez y !.6pez, 1986). 

En el caso del maíz, existen datos que indican que la síntesis repli­

cativa del DNA, medida coioo incorporaci6n de tm nucleótido marcado, -

podría dispararse a las 9 hrs. de imbibici6n (Vázquez-Ranns y López, 

1986); aunque a tiempos anteriores, se observa un pequeño increnento 

en la incorporaci6n de la marca, lo cual podría atribuirse, coioo se 

ve~á mas adelante, a una posible síntesis reparativa del INA. 

Tanto procariotes cooo eucariotes contienen sistemas efectivos de re­

paración del DNA q~ mantienen la integridad del genoma (Hanawal t, e;t 

al, 1979). Estos sistemas de reparación operan por el reconocimiento 

del sitio dañado en la oolécula del DNA, seguido por la incisión en -

el locus defectuoso por endonucleasas específicas.Elsubsecuente reco­

nocimiento de la ruptura en la cadena por una combinación de exonuclf a 

sa-polimerasa lleva a la escisión del fra~nto que contiene la lesión 

y la resfatesis de la sección, tomando coioo molde de INA la cadena -

- opuesta. La reparaci6n completa se logra cuando la llll..Esca se sella -

gracias a la actividad de INA ligasas específicas. 

Se ha observado la reparación de lesiones inducidas en el INA de célu 

las vegetales para diferentes tejidos, incluyendo plántulas (Soyfer, 

1979) y embriones de semillas (Velemínsky, e.t a.l,1977; Osbome, e;t al, 

1980); AsinüsnD, se ha demostrado que se ll~va a cabo la reparación 

de rupturas de tma sola cadena inducidas por irradiación con rayos y o 

tratamientos químicos en embriones de cebada (Velemínsky y Gichner, 
1978). 
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En 1978, Cheah y Osbome, demostraron que el DNA de enbriones en el 
estado seco, aún de semillas de alta viabilidad, posee rupturas de C,! 

dena sencilla. Posteriornente, se encontro que la mayoria de estas 

rupturas son reparadas por t.Dla srntesis de INA no programada, posibls_ 

nente de tipo reparativa, que ocurre dentro de los prineros 30 min. -

de imbibición. Dicha sfotesis es estable y se mantiene (Osbome, e;t. 

al, 1980; V4zquez-R. y Osbome, 1986), 

Un aspecto inq,ortante de la· pérdida de viabilidad es la dismim.Jci~ . -

progresiva en la velocidad de genni.naci6n, seguida por tm. reurdo eri 

el establecimiento de la plántula. Dicha disminución. en .la_ gennina­

ción, puede en realidad reflejar la demora en lograr la restauraci6n 

de la integridad del IN.A cano ioolde. La transcripción de todas las 

especies de RNAs (incluyendo RNAml esenciales para el establecimiento 

de los nuevos patrones de crecimiento en la genninación, depende de -

la integridad de la información genética. A menos que los eventos re 
parativos en el embri6n se logren por conq,leto, los eventos swseCl.Je!!. 
tes y posteriores no podrmi. operar adecuadamente. 

Expermntos recientes con centeno, indican que tm. factor inportante 

para el éxito de los eventos bioqulmicos teq>ranos eh la gennináci6n, 

es la efectividad con que operan los sistemas.de reparación del INA 

durante las primeras horas de inbibición (Osbome, e;t. al, 1~84). La 

restauraci6n efectiva del molde genético durante tas prineras horas 

de inbibici6n puede ser el principal factor que detennine la veloci-. 

dad de genninaci6n y vigor, y con ello, la sobrevi vencia del nuevo • 
individuo. 

Para que puedan llevarse a cabo dentro de la célula los diferentes 

procesos que involucran al INA, OOIID son la reparaci6n y replicacim, 
·se requiere de la acción concertada de m gran n1ímro de proteínas 

diferentes. Dentro de todas ellas, las DNA polinerasas-INA dependi~ 
. ' 

tes juegan un papel DlllY importante en anfios procesos. 

11 



11'1.A POLU.ERl\SAS. 

GENERALIDADFS. 

Las INA polimerasas-00 clependlentes son las enzimas encargadas de -

llevar a cabo la incorporación de los cuatro desoxirribonucle6si<los 
5'-trifosfatados {dATP, dCTP, dGI'P y dTIP) a tul rolde materno de INA 

ele acuerdo al apareamiento de bases Watson-Crick, A con T y C con G, 
con la liberación de pirofosfato inorgánico. 

Desde el descubrimiento de la primera DNA polimerasa, esta clase de 
enzimas se ha encontrado que están presentes en fonnas múltiples en 

todos los organism:>s estudiados hasta la fecha, desde procariotes -
hasta eucariotes. Atulque estas pueden diferir en algu1as de sus pr2_ 
piedades físicas y químicas, presentan similitudes importantes. To­
das requieren ele tul iniciador o cebador que tenga tul extreioo 3'-a-1 -

Ubre, el cual puE..-de ser DNA o RNA, para poder poli:merizar. Requie­
ren de un catión divalente, magnesio o manganeso, y de tm rolde de 
DNA para su acción y solo actúan sobre los nucleósidos S'-trifosfat!_ 
dos. 1a nueva cadena de DNA se sintetiza en fonna complementaria y 

antiparalela en dirección 5'-3'. 

En procariotes se sabe que existen tres tipos diferentes de 00 poli 
merasás , denominadas DNA pol I , 11 y I 11 , de acuerdo al orden en que 
fooron descubiertas (Kornberg, 1980), Se han podido estudiar las -
funciones biológicas de cada una de ellas debido, en primer lugar, a 
la facilidad para manejar este tipo de organismos, su tiempo de gen~ 
ración tan corto, pero sobre todo, a la posibilidad de obtener mutll!!_ 
tes condicionales letales de los genes que codifican para cada ma -
de ellas. En la tabla I se nruestran algmas de las características 
y propiedades mas importantes de estas tres clases de polimerasas. 
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TABLA J. Algunas propledad11 dt la DNA polln1irasa 1, n y m dt 

E1cll1rlclllG uJ.!. 

-
polt polB pollll 

Funclonts: 

Polln11rizacidn 5'-3' + + + 

Exonucltaaa '5'-3' + - + 

E xonucleasa 3'-s' + + + 

Mol dt 1lntíti co: 

Dupltx Intacto - - -
Cadena 11ncilla cebada + - .. 
Dupl11 con cort11 + - -

Actividad: 
.. 

20mM 60 60 100 

Efecto dt KCI 50mM 80 100 50 . . 
poreltnto del IOOmM 100 70 10 

Óptimo. 150mM 80 50 o .. 

lnlllbicidn por 2'- • + + --
lnhlblcidn por aro-CTP - + -
Inhibición por aoent11 bloquea-
dom de eruPOI sulflddrilo. - + + 

GtnerolH: 

Tamollo ( K d ) 109 120 140 

Genes e1tructuralt1 poi A poi e polC 

+y-repr11entan la pre11ncia o ausencia r11pectivamente de la propiedad 

enllatada. Tomado de Kornberg, 1980. (pág.169). 
13 



En el caso de eu:ariotes, tanto la purificación como la caracteriza­

ción de este tipo de enzimas es mfu. complicado, pero se ha encontra­
do que existen al menos cuatro tipos diferentes de INA polimerasas, 
a las cuales se les han designado letras griegas para poderlas dife­

renciar de las 00 pol. de procariotes. + continuación se hace tma 

pequeña revü.ión de cada una de ellas. 

DNA POLIMERASA ALFA. 

Fué la primera INA pol. de mamíferos parcialmente purificada y aisl.!!_ 
da (Bollum, 1960). Este tipo de polirnerasa parece estar siempre pr~ 
sente en células que están en,crecimiento; desde eucariotes inferio­

res, hasta nruníferos. Una característica propia de este tipo de po­

linerasas, es su sensibilidad a agentes bloqueadores de grupos sul­
fhidrilo, coruo son N-etilmaleimida, NEM, y parahidroximercuribenzoa­
to (Bollun, 1975). Esto habla de la presencia de grupos sulfhidrilo 
en el sitio activo de la enzima. Asimis100, es altamente inhibida -
por afidicolina (lkegami, e,t al, 1978), 1- S-D-arabinosilcitosina 5'­
trifosfato, ara-CTP, (Yoshida, e,t a!, 1977; Okura y Yoshida, 1978) y 
por altas concentraciones <le cationes monovalentes. Además, muestra 
W1 requerimiento absoluto por wi catión 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 fracción citoplásmica. Este hecho provocó tma gran controver­
sia durante nucho tiempo, LOn respecto a la localización intracelu -
lar de la enzima. Pero mediante la utilizadón de métodos de extrae 
ción más refinados se ha podido mostrar que la enzima se encuentra -
en el núcleo (Foster y Gurncy, 1976; llerrick, e:t al, 1976). Métodos 
innrunoquímicos más recientes parecen indicar qtK) la OOA pol. a puede 
estar local izada en la región pcrinudcar <lel citoplasma (Brown, et 
al, 1981). 14 



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

plicaci6n del DNA, vino de estudios realizados con células que se e!_ 

tinulaban a dividirse; incluyendo hígado en regeneraci6n después de 

lUla hepatectanía parcial y estimulación ..de linfocitos con fitoherna­

glutinina. Estas ~lulas nostraban m incremento de pol. a , el cual 

era paralelo a la velocidad de síntesis -0e 00 (Chang y Bollum, 

1972; Baril, e.t. al, 1973; Coleman, e.t. al, 1974). También se ha ·ob­

servado que la rNA pol. a es la. principal polimerasa asociada con -

los cronnsomas de SV-40 replicándose (Edenberg, e,t al, 1978). '.Ade­
más, se ha observado que la afidicolina previene la divisi6n mitóti­

ca de eni.,riones de erizo de mar, la 0.1al requiere de la síntesis re­

plicativa del IW.; pero no afecta la división meiótica de oocitos de 

estrella de mar, la 0.1al no depende de la replicación .del rNA (Ikeg!_ 

mi, e.t. al, 1978) • 

Estos hechos, junto con su capacidad para utilizar DNA cebado con -

RNA, han llevado a la proposición de que el papel principal de este 

tipo de polimerasa es llevar a cabo la síntesis replicativa del INA. 
- ., . . . 

Estt.dios más recie1tes, indican que este tipo de polimerasas también 

participa en mecanisnns de reparación por escisi6n (Snyder y Regan, 
1981; Miller y J.ui, 1982; Seki, e.t. a.t, 1982; Y-amada, et al, 1985). 

Se ha podido observar una gran heterogeneidad en cuanto al peso ool~ 

. rular de las diferentes 00 pol. tipo a aisladas a partir de tma 

.gran variedad de sistemas celulares, que van desde 70,000, hasta 

1,000,000 •. Algunas de las INA polimerasas a que se han aislado es­

tán fonnadas por varias submidades; constituidas por \lll corazón o -
centro catalítico con un PM aproximado de l 50 ,000 , en asociación con 

··otras 3 o 4 submidades menbres que van de 40-60 ,000 de PM (M:Kune y 
Holmes, 1979; Grosse y Krauss, 1981; Masaki, et al, 1982). 

Estudios más· recientes, han mostrado que la INA pol. a se encuentra 
asociada ama actividad de 00 primasa, aislada a partir de varias 
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fuentes diferentes, cooo w1a parte de la JOOlécula J111ltimérica (Cona­

way y Lehman,_ 1982; Shioda, e,t al, 1982; Tseng y Ahlem, 1982; Kagwti. 

e,t al, 1983; ; Yagura, e,t ai., 1983; Hobnes, e,t al, 1985; Suzuki,e.t -

al, 1985). La-mA primasa es la enzima encargada de sintetizar pe -

queños fragmentos de oligorribonucle6tidos que ftmcionan COJOO ceba-
. : . . . . . 

-dor para ser extendidos por la INA pol. formando así los fragmentos 

de Okazakí. La replicaci6n del ffiA por el conplejo eucari6tico INA 

polimerasa-INA primasa ii:ivolucra la síntesis de pequeños fragmentos_ 

de RNA cebaclor por la primasa, s.eguido por la replicación de la ca~ 

na de mA por la .mA pol. 

Es muy posible que la IN\ poL encargada· dé llevar a cabo la replic! 

ci6n del mA, pol. a , por comparaci6n con la ~ pol. · I II de E4ch!, 
JLlchia coU, sea támóién \Jrnl holoenz:iiDa consti tuída por varias sub­

unidades, lascuales~sempeñan diferentes ftmciones dentro del pro­

ceso. Al menos se ha podido detenninar ya ia asociaci6n de una acti 

vidad de DNA primasa; a(m falta realizar nuchos estudios para deter­
minar las funciones de las demás subtmidades relacionadas con la ac­
tividad de mA pol. a . No se había reportado que existiera tma ªf. 
tividad de tipo :QUcleolítica asociada con esta enzima. Actualmente. 
se discute sobre la posibilidad de que la: DNA pol. 6 (designada -
con esta letra por ser la últillla pol. de eucariotes descubierta) la 
cual presenta una actividad de exonucleasa 3'-5' y 00 primasa asocia 

da a ella; sea o m en realidad una pol. tipo a con estas dos acti­

vidades asociadas, pero de eso se hablará más adelante, cuándo se r~ 
:risen _los datos referentes a la mA poL 6. 

ffiA POLIMERASA BETA. 

Hasta hace algunos aiios, se-pensaba que este tipo de polimerasa era -

esclusiva de los animales, ya que no se había podido detectar activi-
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dad tipo a ni en eucariotes inferiores, ni en plantas (Cllang, 19-

76). En la actualidad, existen reportes que indican la presencia de 

una enzima de este tipo tanto en hongos (Baril, e;t al, 1980), proto­

zoarios (Furukawa, e.t al, 1919) , así COIID en el reino vegetal, a lo 

cual se hará referencia mas adelante. Lo anterior indica que este -

tipo de actividad, INA pol. 13 , puede estar universal.nente presente 

en todos los organism:,s eucari6ticos. Sin embargo, en estas espe­

cies no animales, la pol. tipo 13 no está presente en todos los te­

jidos, o en t-odos los estados del desarrollo. En T etlt.ahymena por -

ejemplo, la producci6n · de_ poL tipo a se limita a la fase logarítn':!_ 
ca tardía de los cultivos. En 1)1uUiopb.il.a., pol. 13 es difícil de ~ 

tectar en estadios tardíos del desarrollo. Esto podría explicar el 

hecho de no haber podido detectar anteriormente este tipo de enzima 

en estos organism:>s. 

las pol. tipo 13 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 a , éstas -

son estimuladas por altas concentraciones de cationes mnovalentes. 

Este tipo de enzima, es .fuertemente :inhibida por ddNTP, e insensible 

a ara-N'IP y afidicolina. Por ello, estos :inhibidores son muy útiles 

para poder distinguir a los diferentes tipos de polillErasas. Adem§s, 
este tipo de pol. muestra l.ma gran resistencia a agentes químicos c.2, 

nn ácido fosfonoacético1.urea SM y alcohol o acetona al 20-ZS'l.. (Bol­
den, e;t al, .l975; Cbang, 19:73). 

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 núcleo, unida fuertemente a la cranatina (Foster y Q.Jrney, 1974). 

La enzima purificada está libre de actividad nucleolítica. Es una -

enzima relativamente pequeña, consiste de un solo péptido con un CO!:, 

ficiente de sedimentaci6n 4S y un IM entre 30-40,000. Tiene punto -

isoeléctrico básico. 
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Aún no se ha definido cual es su papel preciso in vivo, aunque se le 

ha atribuído wa función principal en la reparadón Jel r.NA. En ¡.,ri_ 

mer lugar no existen fluctuaciones redibles en su actividad durante 

el ciclo celular (Spadari y Wissbach, 1974; Cliiu y Baril, 197S). En 

linfocitos estilTRllados por fitohemaglutinina, el mayor incremento en 

pol. tipo S se encontró que coincide con el pico de actividad rep! 

radora y mínima replicación del Di~ (Bertazzoni, e;t a.l, 1976). Pina! 

mente se encontró qoc la pol. tipo f3 puede participar en reparación 

por escisión del DNA en neuronas no dividiéndose, dañadas con luz U. 

V. lJ-1\.fbscher, e,t al, 1979¡ Waser, et at, 1979), que no contienen pol. 

a . Estos resultados se han confirmado para otras especies (Pedr! 

li-Noy y Spadari, 1980; Siedlecki, et al, 1980). Estudios~ re­

cientes sugieren que la 11\A pol. f3 ft.mciona sola en la reparación de 

tramo corto, pero que tanto a como f3 están involucradas en la repar! 

cioo de tramo largo (ilosbaugh y Linn, 1984). 

DNA POLIMERASA GAMA. 

El tercer tipo de IN.A pol., pol. Y , constiture sólo ma pequeña Pº! 

ción de la actividad total. Al igual q~ las pol. tipo a y f3 , mue! 

tran una naturaleza heterogénea cuando. se le aisla, y se han report~ 

do P.M. de 110-300 Kd. (Spadari, et a.l, 1974), y también es común e!!_ 

contrar formas agregadas de la misma. No se ha encontrado actividad 

nucleolítica intrínseca. Tiene punto isoeléctrico ácido. 

Una caracterfstica muy importante de este tipo de pol., que en parte 

se toma para distinguirla de la pol. tipo a ya que presentan muchas 

características en común, es que puede copiar además de moldes de -

D.'I.A naturales o sintéticos, ma gran variedad de ribohomopolfmeros -

sintHicos como polirA, polirC, etc. (r.erard, 1975; Knopf, et o.1, 

1976). Auemá.-; también puede distinguirse de a y f3 , porque las pol. 

'tipo y son estimuladas tanto por cationes monovalentes co!ID 
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por fosfato <..'11 presencia de KCl, cosa qúe no ocurre con pol. a 1 ya 

que es inhibida por ;iltas concentraciones de cationes 111>110valentes. 
o c011 _pol. 8 , la a.mi mestra inhibici6n en pl'e~ncia de fosfato. 

La poi. y es inhibida por agentes bloqueadores de grupos sulfhidri­

lo y dd?,11', pero es insensible a af idicolina. 

La:actlvidad de la enzima a.aestra-ma correlación con la replicaci6n 

del ~. y por ello se ha sugerido que pudiera estar inwlucrada en 

la replicacioo del IfiA~ Un dato interesante, surge por eJ hecho de 

que- ·este tipo de pol. es nuy silllilar a la pal. encentrada en mitocO!! 

dria. Esto ha llevado a que algtms investigadores sugieran que, -

de hecho, la DNA pol. y es la mitocondrial y que no esti inwlucra­

da en la síntesis del mA nuclear (lttbscher, et al, 1979, Geuskens, 

e.tal, 1981); independientemente de que esta p.Jeda localizarse en el 

ntkleo. No obstante, algunos t1·abajos han Dl)Strado que existen dos 

poblaciones distintas de enzimas capaces de utilizar polirA-oligdT -

c0111> 111>lde sintético (Fiy y Weissbach, 1973; Wang, e.t al, 1975). P! 

ro aún queda por determinar si éstas representan dos poblaciones de 

la misma enzima, o si se trata de dos enzimas diferentes. 

En la tabla I I se resumen las características y propiedades más im -

portantes de estos tres tipos de poli.Erasas. 

mA PLUERASA DELTA. 

La alta fidelidad en la replicación de procariotes se ha adscrito en 

parte, a la presencia de w1a actividad exonucleasa 3'-5' asociada -

~on los diferentes tipos Je INA. pol. (Gcfter, 1975). Dicha 'activi­

dad, tiene una función <l<' lectura de correción y renueve 1~ nucleo­

ti<los tinl aparc>ados incorix>rados en la teminal del OOA reciente du­

rante la polUIIC'tización del DNA (Bmtlanr; y Kornberg, 1972). Por 

ta.nto, esta act iviclad de nudcasa juega un importante papel en la fi 

J(·ljd:1d d1• la rt"pliLadó11 y 1.-1 prl'vcnciéln de mutaciones. 
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tAB.LA. 11. Aftunn piroplidad11 dt la ONA ~•,-~;V dt anh111in. 

,· ' 

Propiedad ·Poi-. Pó1' Poi 'I 

F11ico· qul1111c.a1: 

PM (nativo) K d .190- 450 40 180•SS0 

Punto laotlictrlco leido INlsico ict-do 

Ordtn dt tlucldn III foafoctlulola 2 ' 1 

Catolltlco 

pH dptlmo 7.2 8•1 •·• 
Catión prtftrldo Mtº ,.,•o,.,,. Mi\u.t• 

Funcional J blo~dtlca 

Moldt alntttlco prtftrldo DNAconllllCOII DNAcanllltCOI rillohomopol 

Nucltaaa no no . 110 

Cantidad relativo tn ce~ulaa .. 
tn crtcimltnto )80 10-15 2-s 
Prt11ncla dt 1ubunldadt1 11 no ilo 

N• de molicula1/cilula 6110" 2.5111' 41104 . 
SÍntflla por dtaplazamlento 
de cadena. no .. •• 

Efecto Inhibitorio 

Bloqutadorts dt · SH {NEM) fuerte no fuertt 

'6al ( K Cl 200 mM) 11 Htlmula 11t1111ula 

Fosfato (0.1 M) no 11 11timul1 

Ccilor ( 10 mln a 40• e)• ·o 10-100 70 

Oidt101i·NTP no fuerte futrtt 

Arablnolll•NTP fuerte no no 

Afldlcollna .. no no 

Función propueata Rtplic.ONA• RtparaclÓn Repllc • DNA111t 

Localización NÚCieo NÚCieo Mltoco11• 1a• 

a) porclento de actividad perdida. 

b) tamblen encontrada en ti núcleo 

Tomado dt HUbtchtr 1 1983.(pág.B ). 



Sin eni>argo, no se habia .reportado qte las IWA..pol. ~ el,ICal"iotes e!_ 

tuvieran-asociadas con lila actlvidademnucleasa de ning(intipo(Qtang, 

1973; Bol11111, 1975; Sedwick, et al, 1975)., por lo que se ·c~ta que -. . 

las .ffiA poi. de eucariotes carec[an de actividad exonucleolitica.: Ya - ,·. . . ,. , . 

que la alta fidelidad en la replicaci&l del mA de eucariotes tanbl~n 

se lllllltiene rigurosamente, se surigi6 que deblán exi$tir mecaniSlll)S -

difemtes para corregir los errores en la incorporaci(n en las dlu -

las de eucariotes (Hopfield, 1974; Abbots y Loeb, 1985). 

Sin eobargo, en 1976, Bymes y colaboradores, reportaron ia presencia 

de 111a actividad exmucleasa 3'-5' asociada con ma nueva especie de 

ffiA poi. de elevado PM, a la que denominaron ffiA pol. 6, presente en. 
mi!dul.a. Recientemente, se ha podido aislar a partir de otras fue~tes 

(Lee,. et al, 1984; Crute, et al, 1986). 

Este tipo ~ poi. presenta algtmas características en cc:ain cm laOOA 

pol. tipo a, las cuales incluyen; m elevado PM, ma gran sensibili­

lidad a Na.t y afidicolina, y com ma parte constitutiva del conple­

jo, poseen ma actividad de 00A primasa (Crute, et at, 1986). 

La diferencia 111b importante entre las poi.a y 6 , es la presenci• de 

ma actividad exonucleasa 3'-5' intdnseca a pol. 6 . Tanf>iEn se ha 
visto que esta enzima e~be diferencias en la especificidad de nnlde. 

Sustratos de 00 tales como dA-dT o dG-dC alternados, o ,poli(dA) ce­

bado ccn segmentos de oligo-(dT) logran Ja mayor actividad de poline·­
rizaci6n con esta enzima, mientras que el IIKJJ'lde sintético preferente 

de las pol. tipo a es el 00 de tiJOO de ternera activado (Komberg, -
1980). 

~bido a las similitudes existentes entre las ffiA pol. a y 6 , se su­

giere que esta (iltima podría ser ma ffiA poL tipo a con ma exonu­

cleasa asociada y que esta podrla haberse perdido durante la puri fic! 

ci6n de 00 pol. a aislada previanente, al menos para las especies -

en las que se ha encontrado la 00 pol. 6 , ya sea por re11Dci6n de la 

subunidad o por prote61isis (Crute, et al, 1986). La presencia de una 

00 pol. a asociada con ma exonucleasa podJ"h. eJq>licar la alta fide 

Udad en la replicaci6n del OO. 
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mA POLUGASAS DE PLANTAS SUPERIORFS. 

Mientras que'· los patrones de. las diversas polimer~ enconttadas en_ 
vertebrados 'se enruentran relativruoonte bien caracterizadas, la' na~' 

raleza de las DNA pol. presentes én plantas superiores aún es · mate­
ria de discusiál. 

00A POLIMERASA. ALFA. 

Se ha podido purificar, a partir de tm gran número de diferentes .e~­

pecies, una pol. que tiene llllCbas propiedades en couún cm las pol. 
I 

tipo a de animales. Estas incluyen; elevado IM, baja concentración 

6ptima de KCl, inhibici6n por NEM, así como _ la incapacidad para ·po­
der utilizar poli(rA)-oligo(dT) como ni>lde sintético. 

Las enzimas mejor caracterizadas son las purificas a partir de espi­

naca (Misumi y Weissbach, 1982), trigo (castrovlejo, et al, 1979), -

V .lnca IW.6ea (Gardner y Kado, 1976) y arroz (Amileni, et al, 1979) . 

Tani>ién se han aislado pol. tipo a y descrito algunas de sus propie­

dades a partir de otras especies, pero solo en el caso de las azi­
mas aisladas a partir de trigo, espinaca y arroz, se ha utilizado -

aficlicolina y se ha observado que su mecanismo de acci6n es el mismo 

que en animales (Sala, et al, 1980 b). 

En el caso de ffllbriones de trigo, encontrar<n dos polimerasas tipo a, 

\Dlél que no se retiene·en tma colwnna de DEAE-celulosa y otra que el_!! 

ye a 300 mM de KCl (C8stroviejo, et al, 1979). Cbservaron que la -

pol. que sí se retiene en la columna posee actividad nucleolítica -

asociada a ella; al igual que para la pol. de el~vado peso IIK)lccular 

aislada a partir de coliflor (MatsU100to, et al 1981) . En vi I:tu<l de 

que ninguna de estas enzimas se ha purificado a homogeneidad, no p~ 

den aún agrupárseles dentro de las pol. tipo ~ de animales, ya que 
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existe la posibilidad de que jlDlto con la actividad de pol. esté co­

purificamo tma rwcleasa. 

F.n 1984, Graveline y colaboradores, encontraroo la presencia de tma 

actividad de INA primasa en trigo. Este mism grupo, ha aislado va­

rias INA pol. (Castroviejo, et al, 1979), y a diferencia de lo que -

oan-re en aninales, al parecer la INA primasa aislada de trigo se -

asocia con la 00A pol. A ( tipo y ) a lo 01al. se hará· 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 abtmdante en células cr~ 

ciendo exponencialmente, y responde a canbios en la velocidad de llll!. 
tiplicaciál celular (Amileni, et al, 1979; Sala, et al, 1981). 

DNA POLn.ERASA BETA. 

La existencia de una polimerasa tipo S en plantas aún no es DIJ)' el!_ 

ra. Se han descrito INA pol. de bajo PM en remolacha (Tymnko y 

llmham, 1977) y chícharo (Oúvers y Bryant, 1983), pero estas enzimas 

son DllY sensibles a NEM, en contraste coo la resistencia (arriba de 

20 nt,f) a este agente por la pol. tipo S de animales. Algunos inve~ 

tigadores han propuesto que las plantas no poseen tuia INA pol. de b!_ 

jo PM, ya que este tipo de enzima no ha podido detectarse en extra.!:_ 

tos crudos de trigo y V . .inca M~ea (Chang, 1976 ; Gardner y Kado, --

1976). Otros investigadores han descrito pol. tipo S basándose en 

el criterio de tma fuerte afinidad de la enzima a la cromatina (Ste­

vens,e.t al 1978; D'Allesandro, et at, 1980). No obstante, existen -

reportes de la presencia -de una INA pol. senejante a la S de anima­

les en azucena (Sakaguchi, et al, 1980), coliflor (Yamaguchi, e:t al, 

1979; Fukasawa, e:t al, 1980) y trigo (Graveline, e;t al., 1984), pero 

al menos en azucena, este tipo de pal. solo se produce durante la -
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profase meiótica. Como se mencionó anterionnente, parecer ser que -

en las especies no animales, la pol. tipo e no está 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 

nrue5tra algunas similitudes con la e · de animales. · Estas incluyen-_ 

una estillJJlación por altas concentraciones de cationes monovalentes, 

es fuertemente inhibida por fosfato, pero a diferencia de la e de 

animales, ésta es iooderadanente inhibida por NEM y estiuulada por -

ácido fosfonoacético. Tiene Wl PM algo mayor y no se ~ncontró acti­

vidad rucleolítica asociada a ella. 

INA POLIMERASA GAM\. 

En adición a las dos enzimas descritas arriba, las plantas superio -

res también poseen tma tercera DNA pol., equivalente a la pol. tipo 

y de animales, la cual llD.lestra una marcada preferencia por poli(rA)­

oligo(dT) co100 llDlde .i.n v.i.tlw. Esta se ha podido detectar al menos 

en tres especies diferentes; tabacq(Srivastava, 1974), trigo (CastI'2, 

viejo, e,t al., 1979) y arroz (Amileni, e,t al, 1979; Sala, e,t al., 1981). 

La 00 pol. A (tipo y ) de trigo, tiene Wl PM de 100,000 y es la ú:ni 
ca enzima, entre todas las presentes, capaz de iniciar la s!ntesis -

de DNA a partir de lDl cebador. (Graveline, e,t al., 1984). Además, -

encontraron que es el único tipo de pol. que puede asociarse con la 

actividad de INA primasa que pudieron aislar. (Graveline, e,t a.t, --
1984) . 

,¿ . 

En el caso de la pol. tipo y de a;:\z, se ha visto que·· esta se encar 

ga de llevar a cabo la r~'Plicación del INA de los organelos. Tiene 

un PM aproximado <le 100,000 y prefiere poli(rA)-oligo(dT) como molde 

sintético, principal· éaracteríst_ica <le las INA, tipo y • Su activi 
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dad es dependimte de Mn++ y de ma alta fuerza iónica, es resisten­

te a afidicol ina, inhibida por NEM y tiene Wl pi óptim entre 8-9. 

INA POLlf.ERASA DE P.fiTOCctmRIAS Y CI1JROPLASTOO. 

Cano se mencionó anterionnente, la pol. tipo y de animales se ·en­

cuentra presente tanto en la fracción molecular COJII) en la initocon­

drial. En plantas, la clasificación de la Im pol. mitocondrial co-

100 una enzima tipo y no es tan evidente. La enzima purificada a - · 

partir de mitocondria de trigo, es incapaz de reconocer poli(rA)-ol!. 

go(dT) como molde sintético, característica principal de las pol. t!. 
po y • No obstante, se parece a la pol. mitocondrial Je animales ~ 

en su respuesta a inhibi<lores. Es resistmte a afidicolina y sensi­

ble a ddITP y bronruro de etidio (Olristophe, e.tal, 1981; Richard, -

e;t al, 1983). 

Se ha observado que extractos ~tocondriales de inflorescencias de -

coliflor pueden reconocer eficientemente poli(rA)-oligo(dl') solo en 

presencia de Mn ++, pero no se han realizado estudios con inhibidores 

de esta enzima ( Fukasawa y Chou 1980) . 

En 1980, se logró la purificación parcial de una !NA pol. a partir -

de cloroplastos de espinaca, la cual se comporta como la pol. tipo -

Y , ya que es capaz de utilizar eficienteinente lDl mlde sintético 

de poli(rA)-oligo(dT), mientras que, sorprendenteioonte, no reconoce 

INA actividado (Sala, e.tal, 1980a). 

M.1s recientemente se ha podi<lo purificar, a homogeneidad, una DNA -

pol. a partir de cloroplastos de chícharo. Esta enzima es un JOOJl~ 

ro de 90,000 <le i,..1, es fuertemente inhibida por NF.M, insensible a -

afidicolina e incapaz de reconocer como molde poli(rA)-oligoíclTJ sin 

tético (M::Kowñ y Tewari, 1984). 

25 



De lo anterior, resulta evidente que el estudio de las !NA pol. en -

planta::; superiores aún se encuentra . en sus inicios. Es claro, que 

aún falta realizar muchos estudios con respecto a las PQl. pr~.seutes 
en las plantas.superiores y a la posible ftmcí6n que desempeña cada 
una de ellas. 

En la tabla 111 se resumen algunas de las características principa -

les de las pol. presentes en algunas especies vegetales. 

ANTECEDENTES INMEDIATOS DEL TRABAJO. 

Como se mencionó anterionnente, la síntesis replicativa del mA. es -
tm evento que ocurre relativamente tarde durante la genninaci6n de -

semillas, particulaimente en gramíneas (Osborne, et al, 1980; Váz­
quez-Ramos y López, 1986). No obstante, se ha encontrado que existe 

un bajo nivel de síntesis de DNA, el cual precede al proceso 1·eplic_! 
tivo, y que puede detectarse dentrn de los pr:illleros 15 min. de intJi­
bición en .embriones de centeno (.Osborne, et al, 1980) y dentro de -
la primera hora en ejes embrionarios de maíz (Vázquez-R. y López, 
1986). 

Dicha síntesis temprana no programada de 00A se ha considerado que -
pudiera ser de tipo l'eparativo, de acuerdo a la evidencia obtenida -
con embriones de centeno nonnales y y irradiados (Osbon1e, et al,-

1980; Vázquez-R. y Osbome, 1986) . 

.Adicionalmente, en el laboratorio se ha. observado, por estudios rea­
lizados en núcleos aislados a partir de ejes embrionarios de maíz, -
que la síntesis de DNA reacciona de manera diferente cuando se adi­
cionan diversos compuestos capaces de inhibir este proceso en etapas 
tempranas de imbibición, 0-3 hrs., que cuando se adicionan en etapas 
tardías, 15 hrs, o más (Vázquez~R. y López, 1986). 

26 



TABLA m. A launas propiedades de la DNA pollmerasa ... , fJ y" de 

planta, superiores . . 

Ol • -4' 

P.M. 110,000 -
1 ºº·ººº 

p H óptima 7•8 - 8-9 

1 nhl bi dores 

Ara- CTP si no no 

NEM fuert1111ente debilmente si 

Afidlcollna si no no 

(KC9 > 200mM 11 estimula estimula 

fosfato no si no 
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En base a estos datos, y a lo reportado con referencia a la posible 

función que deseq:,eñan los diferentes tipos de INA poi. p1·esentes en 

eucariotes, sería de esperarse, que en etapas teiq>ranas de · imbibi­

ción pudiera estar presente preferencialmente l.Ula actividad de INA -

poi. tipo e , y m etapas tardías i.ma de tipo a . Es decir, que se 

postula la posible existencia de diferentes INA pol. durante las di­

ferentes etapas en la genninación de maíz. 

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 

enbrionarios de maíz, tan to en la etapa temprana como en la tardía 

de la i.nbibición de los miS11Ds • 

....... 
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MATERIALES Y METODOS 

1. MATERIAL BIOLCX;ICO. 

2. 

2. 1 

2.2 

Las semillas de maíz, denominado chalqueño, utilizadas en este 
trabajo fueron adquiridas en PRONASE (Productora Nacional de S~ 
millas de la SARH) . 

SOWCI(}JES AMJRTI<lJAOORAS Y REACTIVOO 1.ITILIZADOO. 

Solución amortiguadora de imbibicién. 

Tris-HCl (Sigma Chemical, Co.)pH 7.6 
Cloruro de potasio (KCI) 
Cloruro de Magnesio (MgC1 2) 
Sacarosa 
Cloranfenicol (Sigma Chemical, Co.) 

Solución amortiguadora A para homgeneizar. 

Tris-HCl pH. 7 .6 
Clomro de potasio (KCl) 
2-rnercaptoetanol 
Sacarosa 
Floruro de fenilmetilsulfonilo (MF) 
(Sigma). 

Cloruro de magnesio 

so 
so 
10 

2 
10 

so 
25 

1 

mM 

mM 

mM 

' µ g/ml 

0.25 M 

0.10 mM 

mM 
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2.3 Soluciones amrtiguadoras erupleadás en la purificación. 

Todos los amortiguadores empleados en el proceso de purifica­
ción tienen los misms romponentes, lo único que canbia en cada 

caso es la concentracién de fosfato de potasio, la cual es es~ 
cífica para cada amortiguador: 

Fosfato de potasio pH 7.5 
Acido etilendiami.no t~uacético (EillA) 
(Mrrck). 

Glicerol 
2-mercaptoetanol 

PM5F 

2.3.1 Soluci6n amortiguadora B: 

Fosfato de potasio 

2.3.2 Solución amortiguadora C: 

Fosfato de potasio 

2.3.3. Solución ainortiguadora D: 

·Fosfato de potasio 

2.3.4 Solución amortiguadora E: 

Fosfato de potasio 

10 \ 

1 nM 

0.15 nt.f 

60 mM 

400 nt,f 

25 nM 

10 nt.1 
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2.4 Liquido de centelleo. 

2,2'-p-fenilbis (.5-fenoxazol) (P(ll()P, Merck) 

2,5· -difenoxazol (POP, Merck) 

Toluem 

0.1 g 

5.0 g 

1.0 1 

2.5 Solucim amrtiguadora para activacim de JWA. 

Tris-HCl ¡il 7. 5 

~12 
Albíinina de suero de bovim (A58, Sigma 
<hem. Co.} 

ffiA de tiux> de ternera (Sigma <hem. Co.) 

SO µM 

5 µM 

0.5 mg/ml 

0.25 mg/ml 

2.6 Mezcla de reacci6n para el ensayo de mA polimerasa, 

2.6. l IWA polimerasa a : 

Tris-HCl pH · 7.6 25 11"1 

KCl 16 11"1 

MgC12 6 :nt,f 

dATP (Sigma Chem. Co.) o~ 1 11"1 

dCTP (Sigm Cllem •. ·. Co.) 0.1 nH 

dGI'P (Sigma Oteln. Co.) 0.1 11"1 

Glicerol 4 \ 

2-meTcaptoetanol 0.4 11"1 

INA activado 1 µg 

ATP (Sigma Cllem. Co.) 1 nf.1 

(metil-\i) TI'P (57 Ci/JDDOl, Amersham) s µCi/ml 
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2.6.3 INA pol. i 
Tris- HCl p{,8.5 50 r., .. 
KCl 100 ..i: :-.'~~ 

~12 20 · •• 
'' 

dA'll' 1, :nM 

dCTP 1 nt,f 

dGl'P 1 11M 
Glicerol 4 '\-::· 

2-mercaptoetanol Q.1 -INA activado 1 µg 

AlP 1 11M 

(metn-¼ TIP :s µ Ci/Dll'' 

N-etilmaleimida. (NEM, Mérck) 10 ilM 

2.7 Soluciones requeridas para geles de acl'i~amic!a/· 

2.7.1 So1uci6nauDrtiguadora._ para el gel separador: 

Tris-HCI Ji1 8.8 . .. 
Dodecil sulfato de sodió (SIS, :Merck) 

0.75,. M 

f ' 

2. 7. 2 So1uci6n amortiguadora para el. gel·.con~ti~r: 

Tris-flel 
sm 

pH 6.8 0.25 M 

2 ' 

2. 7. 3 Solucim moortiguadora para 1~ electrodos: . 

Tris- HCl 
L-glicina 

Sffi 

pi 8.3 25 :nM 

0.19 nH 

2 ' 
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2.7.4 So1uci6n amortiguadora para la 111Jestra: 

T.ris-OCl pi 6.8 so nM 

EIJl'A 20 DI 
soo 1 \ 

Glicerol 10 \ 

2-mercaptoetanol 1 \ 

Azul de bromofenol 0.001 \ 

2~7.5 So1uci6n para tefiir el gel: 

Azul de COCJDaSSie 0.2 \ 

Metanol so.o \. 

Acido acético 7.0 \ 

2.7.6 So1uci6n desteñidora: 

Acido acético 7.0 \ 

2.7.7 Solución stock de acrilamida (30\ en 100 ml. de agua) : 

.Acrimilamida (Merck) 30.0 g 
Bis-acrilamida 0.8 g 

_2.8 Reactivos r~ueridos ~ra detenninar proteínas totales 
por el mStodo ioodificado de Lowry (J>eterson, 1977). 

2. 8. 1 Reactiw A: 

Se mezclan partes iguales de tma soluci6n de hidróxido de 
sodio 0.8 N, SOO al 10\, agua destilada y una solución -
stock de cobre-tartrato-carbonato (CTC. 2.8.3.1.). 

Esta solucién es estable por dos semanas. a temperatura am 
biente. -
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2.8.2 Reactivo B. 

Reactivo de Folin-Ciocalteu 
Agua destilada 

2.8.3 Soluciones canplenentarias. 

2.8.3.1 Solución stock CTC: 

l.O 
s.o 

VOL ,;. . :·.i·:;··· 

vol. 

Carbonato de sodio (Na2ro3 ) 10.0 \ 

Sulfato de cobre pentahidratado (áJS04!H20 l 0.1 \ 

Tartrato de sodio potasio 0.2 ' 
Esta solucioo es estable por dos neses a teq,eratura anbien-. 
b. . 

2.8.3.2 Desoxicolato de sodio (IXX:) 0.15 \ 

2.8.3.3. 'OCA 72.0 \ 

2.8.3.4. Solución proteica para la cmstrucci6n de la curva patr6n. 
Albúmina de suero'·bóvino l.O · iDg/mL 

2.9 So1uci6n salina de citrato para disolver mA (SSC). 

C~oruro de sodio (NaCl) 
Citrato de sodio 

pH 7.0 0.15 M 

0.015 M 
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2.10 Preparaci6n de bolsas de dialisis. 

Las bolsas se hierven dos veces con Naf003 durante 10 min. 

y dos veces cm EJJfA 5 91 durante 10 min. Se guardan en -

EJJfA 5 11H y etanol al 10\ en refrigeración. 

Antes de usarse, las bolsas se enjuagan 111JY biED con agua 

des ionizada. 

2.11 Preparación de la soluci6n de salmina. 

Se prepara Wlll soluci6n al 10\ disolviendo 10 g. de salmina 

en 10 ml. de agua y se le adiciona suficiente HCl 6N hasta 

obtener wi Ji{ de 1.8, se afora a 100 ml. con agua destilada. 

La solución se clarifica por filtraciát, y se ~rda a 4°C. 

3. PREPARACICN DE RFSINAS. 

3.1 Fosfocelulosa (Whatman, P-11). 

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

al 951 durante 30 min. a teq:,eratura ambiente, agitando sua­
vemente. Se deja reposar y se decanta el sobrenadante eli.n!!_ 

nando los finos y materia partiiculada. La resina se colecta 

por filtracitn al vacío y se lava 3 veces con 175 ml. de 

agua destilada. 

Se lleva a pi 7.0 con NaCJi 1 N y se resuspende en 35 ml. de 

NaO:I 0.1 N, agitando suavemente durante 30 min. a teq,eratura 
siente. Se deja reposar y se decanta el sobrenadante eli-
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minando finos y materia particulada.. La resina se colecta_ 

por filtraci6n al vacío. 

La resina se resuspende en 35 11l.- de EIJl'A J lllf, agitando. -

suaveioonte duran.te 30 llli.n. a tfllll)eratura ambiente~ Se deja 

repasar y· se decanta el sohnnadante eliainando. los finos y 

se lava 3 veces cm .l7S lDl. de agua destilada. Se lleva a 

pt 7.0 con 11:1 1 N. 

La resina se resuspende en la solución amorti~ra B 
(2.3.1.). 

3.2. Hidroxiapatita (HTP, Sigma): 

Se coloca 1 parte de lITP en 6 volúnenes de soluci6n a,oorti -

guaJora D(2.3.3.), agitando suavemente durante .. ~O min. -

Se deja clarificar durante JO min. Se decantaeliillinando -
los finos y materia particulada. 

Se agrega wi vólúmen igual de la soluéioo amortiguadora D,· 

agitando suavemente durante 30 min. Se deja clarificar, se 

decanta eliminando los finos, y se resuspende la resina ·en 

la misma solu:::ión amortiguadora. 

3.3 Dietilaminoetil-celulosa (DF.AE-celulosa, Sigma). 

Se colocan S g. de DEAE-celulosa en 75 ml. de HCl 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 K(J{ 0.5 N, agitando -
suavemente durante 45 min., cada 15 min., a temperatura am -

biente. Se lava con agua destilada hasta Uegar a pi 8.0. 
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La resina se resuspende en 80 al. de KCl O.OS N, y se lle­

vaª.~ 7.2 conHCl O.OS N. Se agita suaveaentc durante -

1 hr., a intervalos de 15 ain., a temperatura abiente. Se 

retitula a pH 7 .2, y se. agita suaveaente durante 2 hr., C! 
da 30 llin. ~ retitula ~ · ~z m a pH 7. 2 y se decanta 

eliminando los finos y mteria particulada. 

La resina se resuspende en la solucioo _,rtigua4ora E 
(2.3.4.) • 

. 3.4 Sefadex G-150( Sigaa Otemi.cal, Co~ ). 

El gel se pone a hinchar m agua desionizada a 4 ºC durante 

48 hrs. Se decantan . los fiiw:,s , se mita la col1.1111a y se 

equilibra con la solucim a110rtiguadora B (2.3.1.). 

1. Imibici6n de ejes emrionarios. 

Las na.estras de ejes eui>rionarios, 10 para airva de sínte -

sis de mA y 1000 para extracción y purificaci&i de mA pol., 

previamente desinfectados con NaClO al 0.5 \, se colocan en 

tmos de cultiw estériles que contienen papel filtro h~ 

decido con solucim 811l>rtiguadora de iui>ibici6n, se incu­
ban a 27°durante el tiempo indicado en cada caso. 

Para las nuestras que se utilizan para la curva de sínte -

sis de mA, la solución amortiguadora de inbibición conti~ 

ne además S µCi/ml de (metil-\o timidina (87 Ci/D1DOl: -

Amersham). 
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2. CUI.Vcl de síntesis de mA (incorporación ~e tritio a mate -
rial insoluble en TCA). 

2.1 Procesamiento de los ejes. 

Pasado el tiempo de inbibición, los ejes se lavan con 10ml 

de citrato de sodio 1\, conteniendo 20 llg/illl de timidina -
no marcada, y luego con 10 ml. de etanol al 80\, contenien: 
do tani>ién 20 µg/ml de timidina. Las 111Jestras se guardan 

en tubos <le ensaye a -70°C, hasta que se utilizan para de­
teminar la incorporaci6n de la marca. 

2.2 Detenninación de la incorporación de la marca. 

Las muestras se h0100geneizan en 1.5 ml. de etanol al 80\ -
conteniendo 20 µg/ml de timidina, con la ayuda de m Po;. 
lytron PClJ-2, durante 25 seg. a la máxima velocidad. Este 

proceso se realiza en frío, teniendo cuidado de que la SlJ! 
pensión sea haoogénea, es decir, que no queden pedazos de 
ejes embrionarios. 

El hOllllgeneizado se centrifuga a 3,000 Ipll durante 10 min. 
el sobrenadante se desecha y la pastilla se resuspende en 
0.5 ml. de Na<Ji 1 M, se calienta en bafio maria a 90°C du :. 
rante 3 min. Las Jlllestras se dejan enfriar, se les aftade 

2 ml. de Te.A al 10\ y se dejan en hielo duran.te 15 min. 

Se filtran, utilizando un sistema de filtración Millipore 
con filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C, y se lavan -
prinero con una solución de TCA al si (7 illl) y luego con -
etaB>l al 96\ (7 ml.). 
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Una vez que los filtros están coapletaaente secos, se 

trcU1Sfieren a frascos que contienen 5 al. de_ líquido de ce!!. 

telleo (2.41 y se· deterainan las cuentas por milllto (cpn) -

utilizando para ellf un contador de centelleo Packard, Tri-

r.arb. 

3. Preparaci6n del extracto celular. 

Pasado el tienp, de :imibici6n, los ejes emrionarios se 112, 
aogeneizan con 2.5 vol. (relaci6n de peso fresco de los 

ejes a volíiaen de soluci6n am>rtiguadora) de solución amor­
t_iguadora A (i.2), con la ayuda de t.m Polytron, en la for­

• antes descrita. Tcxlas las manipulaciones se realizan a 
4~C. 

El hcn>geneizado se centrifuga a 5,000 Xg durante 15 min. ,­

se realiza tma reextracci6n de la pastilla cm 1. 5 vol. de 

solucim aD>rtiguadora A, se centrifuga ma vez a 5,000 Xg 
durante 15 mi.n. Se caminan los sobrenadantes de estas dos 

centrifugaciones y se realiza t.ma tercera a 5,000 Xg duran­

te 15 mi.n. 

Esta centrifugación sirve para eliminar restos celulares y 

la mayoría de los U:pidos presentes. El sobrenadante se -

centrífuga a 100,000 Xg durante 2 hrs. a 4°C, la pastilla -

se desecha y el sobrenadante se utiliza ccm:> fuente enzimá­
tica para continuar la purificaci6n (fracción I). 

4. Preparacioo de ffiA. activado (según Aposhian y Kornberg, 
1962). 

Se hacen reaccionar 0.25 mg. de mA de tinD de ternera (Sig_ 
ma), previamente disuelto en 1 mi. de solucioo annrtiguadora 

de activación (2.5) con 5xlo-4 µg de l&asa I (Sigma). Se 
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incma 1 s min. a 37ºt y luego se calienta S min. J 77°c; -

finalmente se pasa a Wl . ba&, ~. hlelQ~ 
. ' ·;_, ,·.··· 

S. Detemainaciál de la actividad de mA poti.,rasa~ 

5.1 00 pol. a • 

La actividad de ffiA pol. ci se ensaya en i.n volíiaen final -
de 100 µ l. que .contime la mezcla de reacci&Í' (2~6.l~) y"' 

. . '.• ... , . ·.-· ... · .. 

de 10-.20 111. de extracto proteico o de las fracciones de -

las columas. A D!nos que se especifique .otra cosa, la i! 
ai>aci(n se lleva a cabo a 37ºC. durante 30 mm. La reac­

ci6n se detiene adicionando 100 11 l. de ma soluci6n de ·lfiA 
de espema de sal.m6n (2 mg/ml,, Sigma <hem. Co) disuelto -
~ soluci6n salina de citratos (SSC, 2.8.), y 2 al. de TCA 

al 10\ frío. Las DIUestras se colocan en hielo durante<'30 ;:: 
iuin. 

La radiactividad incorporad:1 en fotE insolwle ert tri, se 

colecta filtrando por vacío a través de filtIO$de (ibra -
de vidrio Whatman GF/C. Los filtros se lavan primero. con 
S m1. de ro\ al S\ frío y luego con S ml. de etanol al 96\'. 

Se secan perfectamente y se transfieren a frascos que con­

tienen líquido de centelleo. Se deteminan las cpn en el 
contador de centelleo. 

Una unidad de actividad enzim4tica se _define CCD:> un pm>l 

de desmxirribonucle6tido incorporado en forma insolti>le .en 

kido a 37°C durante 30 min. 



5.2 DNA pol. 8. 

' . 
La actividad de iNÁ l)Ol. a se ensaya en tm volúmen final -

de 100 -µ 1 que contiene la mezcla de reacci6n (.2. 6. 2 . ) y -

del0-20µ 1 de extracto proteico o fracción de las columnas. 

En este caso, se realiza lUla preincubaci6n a OºC durante:.. 

30 mi:n. con el fin de inactivar a la 00 pol. tipo a pr~ 

sente. La incubaciál se lleva a cabo a 37°C durante 30 -

min. , la reacci6n se detiene adicionando 100 ll 1 de tma so­

lución de 00A de espe.IJDa de sá1iu6n (2 mg/ml) y 2 ml. de -

TCA al 10\ frío. Se colocan en hielo durante 30 min. 

El material radl.activo incorporado en forna insóluble en -

TCA se obtiene en la fonna antes descrita. 

5.3 Efecto de inhibidores. 

La actividad de_ mA pol. a se ensaya y detennina en la fo!. 

ma descrita en la secci6n correspondiente, sólo que a la -

mezcla de reacción se le adicionan diferentes sustancias y 

se detennina su efecto. 

5.3.1 Novobiocina (Merck), concentraciál final 100 µ g/ml disuel 

ta en agua. 

5.3.2. 

5.3.3. 

1- 8-D-arabinofuranosil-citosina 5'-trifosfato (ara-CTP) -

concentraci6n final 200 µ g/ml, disuelto en agua. 

N-etilnialeimida (NEM), concentración final 10 nM disuelta 

en dimetil sulfóxido (000) • 
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5.3.4. 

5.3.S. 

Butilanilinouracilo (.BuAU) concentr;ici6n final 40 µ g/ml. ,­

disuelto en 000. 

Afidicolina :(Afi) concentraci6n final 50 µg/ml. , disuelta 
en etanol. 

Para el caso de NF.M, 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 cumta para determinar el efecto del inhibidor 

correspondiente. 

6. Caracterizaci6n. 

La actividad de DNA pol. a se ensaya y determina en la fo!, 

ma antes descrita, sólo cambiando las condiciones y conce!!_ 
tracio~s descritas a continuaci6n. 

6.1 pl-1. El tris de la rezcla de reacción se ~justa a pH 6.6.,-
7.0, 7.6, 8.5 y 9.5, respectivruoonte. 

6.2 Temperatura. 

La incubación se lleva a cabo a 25, 30, 37, 40, 45, SO y -

60°C respectivamente. 

6.3 Concentración de KCl. 

6.4 

La concentración de KCl de la mezcla de reacci6n se ajusta 
a·o. 16, 30, SO y 100 mM. 

Concentraci6n de MgC1 2• 

La concentración de MgCI 2 de la mezcla de reacción se aj~ 
ta a O, 6, 12, 30 y SO nM. 

42 



7. Gel de poliacrilallida (Laeali y Fane, 1973) • 

7.1 Preparáci&t del Gel. 

De la solución stock ele acrilaida (2.7.7.) se~ lo~ 

cesarlo dependiem> de la mncentración final que se desea 

y se coapleta cm soluci&t a:,rtiguadora separadora o can­

centradora respectiviEnte (2. 7 .2. , 2. 7. 3.) se&(n sea el -

caso, se elillinan las burlujas. Para que pol.imerice se 

le adiciooa 50-100 111 de persulfato de amo al 10\ y 100 

111 de 1BE> al 10\ por cada 15 111. de acrilaida. 
,¡--

7.2 Preparación de las ÍIUeStras. 

A una cantidad equivalente a 75 µg de protelna de cada 

11UeStra se le adiciona m volúmen igual de TCA al 20\ frío, 

se deja en hielo cbrante 15 min., se centrifuga 2 min. en 

llUl llicrofuga, ICE-Micro-Je, se decanta el sobrenadante y 

se elimina <Xlll)letaaente el TCA residual. Se le agregan -

~ µl de solucim aDX>rtiguadora para la mestra (2.7.4.) -

la pastilla se resuspende, se caliente 2 min. a SOºC y se 

colocan las mJestras en el gel. 

7. 3 C.Orricla. 

Una vez colocadas las naestras en el gel, se mnta el apa­
rato de electroforésis vertical LICB, se adiciona la solu­

cim aDX>rtiguadora para los electrodos (2.7.3.) y se corre 

a 40 mAmp. 
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Una vez concluida la corrida, el gel se <X>loca durante 30 

min. en la sol~ción de teñido (J.7.S.) y luego se pasa a -
la soluci6n destefiidora (2.7.6,) en donde se deja hasta -
que se ven e larmoonte las bandas. 

Como patrones de peso DX>lecular se utilizan: fosforilasa -
bovina (94,000 d), albúmina de bovino ~67,000 d), ovoalbú­
mina (43,000 d), anhidrasa caTb6nica (30,000 d) inhibidor 
de trpsina de soya (20,100 d) y a ,.;lactalbQmina (14,400d). 

8. Detenninaciónde la concentraci(n de proteína. 

8. 1 t.l}todo modificado de Lowry (Peterson, 1977). 

A partir de la soluci6n stock de albúmina de suero bovino_ 

(ASB, 2.8.3.4.), se preparan soluciones patr6n de diferen­
tes concentraciones de albúmina desde O hasta 200 µg/ml, 
en Wl volwoon final de Wl mi. 

Las nuestras problema (de 10 a 20 µ1) se llevan a un volu­
men final de 1 ml. con agua destilada. 

A cada una de las nuestras, tanto las problema COIIX) las P!. 
tr6n, ·se les agrega 0.1 ml. de OOC: (2.8.3.2.) mezclando en 
un vortex y se _dejan 10 min. a temperatura ani>ieilte~ Pa -
sando este tiempo, se les agrega 0.1 ml. de TCA al 72\ 
frío y se colocan en hielo durante 15 min. 

Las nuestras se centrifugan 15 min. a 3,000 rpm, el sobre­
nadante se desecha, a la pastilla se le agrega 1 mi. de -
agua destilada y 1 ml. del reactivo A (2.8.1.) y se n~zcla 

nuy bien en un vortex, se dejan 10 min. a temperatura am -
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biente. Pasado este tiempo, se les adiciona 0.5 ml. del -
reactivo R (.2.8.2.J, se _agita y se deja 30 min. a tempera­

tura ambiente, período en el rual se desarrolla el color. 
Se lee la absorbancia a 750 nm. 

La curva patrón se construye graficando en ias abscisas la 
concent raci6n de proteína ( µ g/rnl.) y en 1 as ordenadas la -

~bsorbancia a 750 run. La concentración de proteína de las 

muestras problema se detennina interpolando la aboso:rban­
cia en la curva patrón. 

8.2 Método espectofotornétrico. 

La estimación de la concentración de proteína por el méto­

do espectofotométrico se lleva a cabo fácil y rápidamente, 

utili2ando una pequeña cantidad de muestra, y bajo condi -
ciones en las cuales presenta dificultades la aplicación -
de otros métodos, como en la presencia de sulfato de amo -
nio u otras sales, 

El método consiste en determinar la absorbancia de w1a so­
lución diluida de proteína tanto a 280 coJOO a 260 run y 

aplicar la siguiente fórmula: 

Concentración de proteína 

(mg/ml)=l.45 A280- 0.74 A260 
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RESULTADOS 

e.orno se mencion6 anterionnente, la finalidad del presente trabajo -

consiste en aislar y caracterizar la actividad de INA. polimerasa pr~ 
sente tanto en la etapa temprana como en la tardía de la irnbibici6n 
de ejes eni>rionarios de maíz. En base a ello, lo primero que se hi­

.zo, fué deternüna.r el tiempo al cual correspondían dichas etapas. En 
la figura 1 , se Jlllestra una. curva típica de síntésis de INA., tomada 

como incorporaci6n de timidina tritiada, con respecto al tiempo de -

imbibici6n. En ella se observa claramente, que la síntesis se disp! 
ra aproximadmoonte a las 10 hrs. de irnbibici6n. .Asimismo, puede ob­
serv:arse que desde la pr:inera hora se tiene síntesis de INA., la cual 
no corresponde, hasta donde se sabe a tma síntesis de tipo replicati:_ 
va. Esto podría indicar que se trata de tm proceso temprano de rep_! 
raci6n de J:NA, por comparaci6n con lo reportado para centeno (Osbor­
ne, e;t al, 1980). 

Por lo anterior, se escogi6 trabajar tm tiempo de 3 hrs. de imbibi -
ci6n ·como etapa temprana y uno de 24 hrs. como etapa tardía, y se c2. 
menz6 a mntar la técnica de pirificaci6n parcial. Es importante h! 
cer notar':que para mntar la técnica se comenz6 trabajando a 24 hrs. 
de ilobibici6n, ya que en este tiempo se tiene una mayor síntesis de 
rm (fig. 1). 
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Determinada como incorporación de thnldln1 ttlthada a 111aterl1I ltl10l11Mé 
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1. PURIFICACICJ>J DE ñNA POLIMERA5A (ETAPA 'fARDIA). 

Todas las_ operaciones en el proceso de purificación, se llevan a cabo 

a 4 ºC y en presencia de PM:iF (O. 15M) , con el fin de evitar al máxiJoo 

la degradación proteolítica y con ello la pérdida de la actividad en­

zimática. 

La obtención del extracto proteíco, fracción I, se realiza en la for­

ma descri~a en métodos (3). 

1.1 Fraccionamiento. 

A la fraccién I se le adiciona lentamertte una suspensión de sal.mina -
fría al 10% (Materiales 2.10), 10 µ 1/ml. de la fracción I. La suspe!!_ 
sión resultante se agita durante 30 min. adicionales, y el precipita­

do se colecta centrifugando 10 min. a 15,000 Xg. 

Con el fin de reducir la cantidad total de proteínas y con ello inér! 
mentar la velocidad ·y facilidad de manipulación de los subsiguientes 
pasos cromatográficos, se detenninó la cantidad de sulfato de amonio 
que se necesitaba para precipitar la mayor actividad de 00 polimeta­
sa. 

En la tabla IV se muestran los datos obtenidos en donde se observa -
que la mayor actividad de J::NA. poll.llJ:lrasa precipita entre O y 40% de 
sulfato de amonio, por ello esa fracción es la que se utiliza en los 
experimentos posteriores. 

Las proteínas se precipitan adicionando lentamente, y con agitación -

continua, sulfato de aroonio pulverizado (0.243 g/ml. del sobrenadan­
te claro de salmina). Después de agitar durante 30 min. adicionales, 
la solución resultante se centrifuga 10 min. a 15,000 Xg. El sobtena 
dante se desecha y la pastilla se resuspende en 2 ml. de la solución 
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TABLA JI'. Actividad de DNA pOliMraaa que precipita a diferentes 

conc.atraciones de sulfato de amonio. 

-.. 

PncipitaciÓn con actividad 

sulfato de amonio ( unidadt1 /mi) 
(o/o) 

Htracto crudo 5.2 

o- 40 .,. 44.6 

40-60 .,. 7.6 

> 60 .,. 2.2 
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amortiguadora con la que se equilibra la columna que se va a utilizar. 

Se dializa toda la noche contra W1 litro de la misma solución amorti­

guadora. El material insoluble que aparece durante la diálisis se -

elimina centrifugando 10 min. a 5,000 Xg. (fracción II). 

1.2 Cromatografía. 

El siguiente paso para 11Dntar el esquema de purificación era detenni­

nar el tipo de re?ina de intercambio iónico más adecuado. Se proba­

ron varias clases de resinas en base a lo reportado en la bibliogr! 

fía para la purificación de enzimas de este tipo en diferentes siste­

mas; tanto vegetales, como animales e insectos (Srivastava, 1974; Ami 
leni, et al, 1979; Castroviejo, et al, 1979~ Misumi y Weissbach, 1982; 

Mechali, et al, 1980; Banks, et al, 1979). 

1.2 Fosfocelulosa. 

La fracción II se coloca sobre una collDlllla de fosfocelulosa (lx8 en), 

previamente equilibrada con la solución annrtiguadora B. La colunma 

se lava con tres vol't~menes de columna utilizando la misma solución -

amortigua.dora, Las proteínas retenidas por la resina se eluyen, co- · 

lectando fracciones de 1 m1., utilizando· -~ voltlmenes de collDlllla de un 

gradiente lineal de 60-400 nM de fosfato de potasio utilizando las s~ 

luciones amortiguadoras B y C respecti~nte. Una vez obtenidas las 

fracciones se detennina la cantidad de protei;na · presente y la activ:!_ 

dad de INA polimerasa en las mismas. 

Este procedimiento se realizó varias veces sin poder obtener tm resu.!, 

tado favorable, pues la actividad de la enzima no se podía detectar. 
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1. 2. 2. Hidr6xiapatita (HTP). 

En base a los resultados cbtenidos previamente, se decidió probar -
otro tipo de resi~, y se escogió HI'P. El dializado de la fracción 
II se coloca sobre una colunma de 1-ITP (1x8 an.) , previamente equili­

brada con la solución amortiguadora D. las proteínas no retenidas -
en la collmma se lavan con 3 volúmenes de columna con la misma solu­

ción amortiguadora. las proteínas retenidas, se eluyen con 8 vol~ 
nes de coll.mma, colectando fracciones de 1 ml., de un gradiente 1i - . 

neal de 25-400 nM de fosfato de potasio pH 7.5 utilizando la solu -­

ción amortiguadora D y C,iespéctivamente. 

Como puede observarse en la figura 2, se obtiene Wl pico dé máxima -

actividad alrededor de 165 nM _de fosfato de potasio, pero el grado -
de purificación es bajo y el \ de recuperación es nuy pobre coJOO se 
111.Jestra en el cuadro de pmificaci6n de la tabla V, otra desventaja 

. que presenta el utilizar este tipo de·resina, es la velocidad a la 
cual fluye la columna, demasiado· lenta. Es nuy probable que este -
sea el factor principal por el cual sólo se pudo recuperar una míni­
ma parte de la actividad. Se observó a lo largo de. la purificación, 
que el tiempo es un factor importante en los pr.ireros pasos del ais­
lamiento ya que la enzima parecer ser lábil ant,s de.purificarse. 

1.2.3. JJEAE-celulosa. 

Por los ·resultados obtenidos con IITP, se decidió probar Wl tercer ti 
po de resina, y se escogió DEAE-celulosa. El dializado de la frac -
ción II se coloca sobre una collDlllla de DEAE-celulosa (1x8 an.), pre­
viamente equilibrada con la solución amortiguadora E. Las proteínas 
no retenidas por la resina se eluycn con tres volúmenes de collDlllla, 
de la misma solución amortiguadora. las proteínas rntcnidas se elu­
yen, colectando fracciones de l ml., con 8 volúmenes de collUIUla de 
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Nº d1 fraccl4n 

FIG. 2. Perfil de elución de la columna de HTP de la actividad de 

D NA polimerasa de ejes embrionarios imblbidos durante 24 h. La fracción 

D (1.2 mi) u aplicó a una columna de HTP (lx8cm), previamente equi-

11 brada con la solución amortiguadora D (25 m M de fosfato de Potasio) 

y se lavó con 3 volúmenes de columna con la misma solución amortiguadora. 

Las protelnas retenidas se eluyeron con 8 volumenes de columna de un gra­

diente lineal de25·400 mM defosfatodepotasio (linea punteada---), 

colectando fracciones de 1 mi. Absorbancia o 280 nm(-·-·_:_). 

Actividad de DNA polimerasa ( mn). 
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TABLA V. Purificación de la ONA polimerasa 

Vol. Tota 1 Protefna total 
Paso 

(mi) ( m o> 

Frac. I (ext.) 12.2 118. 3 . 
Frac.U (40%) l. 2 13.9 

' 

l Frac. 13 HTP 1.0 0.22 

( 24 horas de Imbibición) utilizando HTP. 

Actividad total Actividad esped- Veces de % de 

(unidades) fica (unid. /mo) purificación recuperación 

195.6 1.6 - 1 O O 

87. 5 6.3 3.9 4 4.6 

5.5 25.0 15.6 2.8 



tma gradiente lineal de 10-400 mM de fosfato de potasio p-l 7. 5, ut!_ 
lizando la soluci6n amJrtiguadora E y C respectivamente. Flujo apr~ 
:xiuido de 10 ml/h. 

los resultados obtenidos con este tipo de resina fueron 6pti.Joos, por 
lo que se decidió trabajar con ella posterionnente. El tamaño de CQ. 

lWIDla, las condiciones de elución y el flujo fueron los mismos en tQ_ 
dos los casos en que se utiliz6 esta resina, por lo que ya no se me!!_ 
cionan. 

En la fig. 3 se nuestra el perfil de eluciál de la columna de IEAE­
celulosa para el material correspondiente a 24 hrs. de illDibición. 
la actividad de la enzima se prob6 tanto en el lavado, coroo en al8!:!_ 
nas fracciones de la columna. No se detectó actividad de la enzima 

ni en el lavado, ni en las pr~ras fracciones. l..a mayor actividad 
+· . 

de Di~ pol. eluye alrededor de 240 - 20 mM de fosfato de potasio, tQ. 
ruanlo los datos obtenidos en los exper~entos realizados. las frac­
ciones activas de esta collllUla se juntaron y se concentraron aproxi­
madamente veinte veces utilizando para ello polietilenglicol, (PEG ;. 
6,000) en frío (fracción 111). 

El siguimte paso para completar el esquema de purificación parcial 
fué detenninar el.tipo de resina que podía emplearse c<JDD segundo P.!. 
so. Para lograr esto, se volvió a probar si podía utilizarse lITP 
y/o .fosfocelulosa como 'lm tercer paso de purificación, pero con nin• 
guna de estas 2 clases de resina se obtuvieron resultados favorables 
ya que surgen los problemas anterionnente descritos. 

1.2.4 Sefadex G-150. 

Por lo anterior, se decidió probar un procedimiento diferente, y se 
escogió una resina de exclusión molewlar, Sefadex G~lSO. 

54 



E 

[
JO ~ 

a • .. 
Z5 • 

:o 

: !\ 
~6- "\ 

: • 
0.1 

: ./1 ªº ~ .! 
·¡ 'i 
o 

~ 0.4 '\ 

¡ 

! . 
IS = a 

i 
1 

10 1 
; 
et . • ··- \ I ///J, 

',/· .,,.. ........ ' _,.,.... J ~---:"" _.__ -

Q2 

5 

10 20 so 
N• d I fr 1cciÓ11 

FIG. 3. Perfil de eluciÓn de la columna de DEAE·celulosa de la 

actividad de DNA pollmerasa de ejes embrionarios lmbibidos durante 

24 h. La fracción 11 (2ml) se aplicó~ una columna de OEAE·celulosa 

( h8cm), previamente equilibrada con solución amortiguadora E 

( 1 O m M. de fosfato de potasio) y H lavó con 3 volúmenes de columna, 

con lo misma soluclÓn amortiguadora. Los protefnas retenidas se eluyeron 

con 8 volúmenes de columna de un gradiente I ineal de 10· 400 m M 

de fosfato de potasio( 1 in ea punteada --- l, colectando fracciones de 

1 mi. con un flujo aproximado de 10 ml/h. Proteína(-·-·-) 

Actividad de DNA pollmerasa ( [.) ) . 
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La fracción III se coloca sobre ma cohunna de Sefadex G-150 (0.7 x 

20 an.), previarente equilibrada con solución moort_iguadora B. Se -

colectan fracciones de 1 ml., pasando 1. 2 volúmenes de colunna de la 
misma solución amortiguadora ,on un flujo aproximado de 3ml/h. 

Con esta colunma se obtuvieron buenos resultados, por lo que se deci 
dió trabajar con esta resina colll) segunda coll.UIUla en el proceso de -
purificación. Con esto se camplet6 el esquema de púrificaci6n par -
cial para DNA pol. de ejes embrionarios de maíz; 'dicho esquema se r~ 
sume en la tabla VI. 

En la figura 4 se nruestra el perfil de elución de la colunna de Sef!_ 
dex G-150 para la nuestra de 24 hrs., en donde puede observarse que 
la actividad ele la enzima e luye en la fracci6n 3, por lo que se PU!:. 
de decir que la enzima es de elevado peso 100lecular. Hasta estepa­
so, la enzima se ha podido purificar alrededor de 200 veces, com -
puede observarse en la tabla VII, en donde se Jlllestra el cuadro de -
purificación para la enzima en la etapa tardía de iJJDibición, 24 hrs. 

Para esta etapa se ensayó la actividad de 00 pal. a tanto en el ex 
tracto crudo (frac. I), como en los últiros pasos de purificación, -
para ver si existía actividad de otro tipo de polimerasa, sin poder 
detectar en ningún caso una actividad comparable a la 00 pol. tipo 

B 

Una vez obtenida la actividad de DNA pol. presente mayoritariaroonte 
en la etapa tardía se procedió a realizar su caracterizaci6n, pero -
de ello se hablará más adelánte. 
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L 

Ejes embrionarios 
imblbidos (r 24 h.) 

homogeneización 

l. 
centrtfugaclon a 5000 x g 
reextracciÓn, centrifuoación 

1 
t 

sobrenadan te pastilla desechar 
centrifugar 2 h a 100 000 x g 

1 
L 

pastilla desechar 
l 

sobrenadante{ Frac I) 
precipitar r .. , .. , .. 10 "(,, 

centrifugar 101 a 15,000 x g 

1 
[ l 

sobrenadante precipitar 
con sulfato de amonio 4 O % 

pastilla desechar 

l 
sobrenadante 

desechar 

l 1 

centrifugar 10 
a 151000 X g 

1 

pastilla res~spender en amortiguador 
de fosfatos 

l 
Diálisis (Frac n. l 

l 
OEAE-cai,ir tF,aclll) 

Sefadex G-150 ( Frac Dr) 

l 
Caracterización 

TABLA n. Esquema completo de purificación de la DNApolimerasa de maíz. 
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FIG. 4. Perfil de elución de la columna de Sefadex G-150 de la 

actividad de o NA ponmerasa de ejes embrionarios imbibidos durante 24 h. 

La fracción m ( 1 mi) se aplicó a una columna de Sefadex G-1 50 (0.7x 

20 cm), previamente equilibrada con la solución amortiguadora B ( 60 m M de 

fosfato de potasio). Los proteínas se eluyeron con l. 2 volúmenes de columna 

de la misma solución amortiguadora, colectando fracciones de I mi con un 

flujo aproximado de 3 mi /h. Proteína(·-·--·--·). 

Actividad de DNA polimerasa ( 1111111 ) . 
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TABLA ,m. Cu adro completo de purificación de la DNA polimerasa aislada a partir de I as muestras 

im bibidas durante 24 h. 

Volumen Proteína A ctlvldad Actividad ve ces % 

Fracción Total T ot a 1 Tota 1 Especifica de de 

(mi) (mg) (unidades) (unid/mg) pur ificacion recuperación 

[ ut.crudo 40.0 284.0 428.0 l. 5 - 100.0 

lI pp 40% 2.0 32.0 17 l. 4 2.7 1.9 40.0 

m DEAE-cel 1.0 3.4 102 .9 30.3 20.2 2 4.0 

Dr Sefadex G-150 1.0 O .34 92.9 273.2 182.1 22.0 



2. PURIFICACION DE 00 POLIMERASA, ETAPA TEMPRANA. 

Una vez obtenida la enzima pa.rcialioonte purificada de la etapa tar -

día de i.nt>ibición, se procedió a aislar la actividad de INA pol. pr~ 

sente en la etapa temprana, 3 hrs. La técnica de purificación que -

se siguó, fué la misma que se montó para 24 hrs. , que se ruestra en 

la tabla VI. En este caso, se ensayó en cada uno de los pasos tanto 

la actlvidad de DNA pol. tipo a , cOJOO tipo B. En ningún caso, ni 

a(m en el extrae.to crudo (fracción I), se _pudo detectar la actividad 

de DNA pol. tipo B • 

Por lo anterior, se procedió a:áislar la actividad de la INA poliner! 

sa presente mayoritarianente en la etapa temprana de ini>ibición. Es 

importante hacer mtar que de cualquier fonna, siempre se rastreó la 

posible presencia de una INA pol. tipo B . 

En la figura S, se ruestra el perfil de elución de la col1.D1D1a de DEAE 

celulosa para 3 hrs. de i.mibiclón. En ella se observa que la mayor 

actividad de 00A pol. eluye alrededor de 250 °!iOnM de fosfato de po­

tasio, tomando los datos obtenidos en los experinentos realizados. 

Comparando el perfil de eluci6n de la etapa temprana con el de la et! 

pa tardía qte se IIU18stra en la figura 3, puede decirse en términos -

generales, que el patr6n de elocién, tanto de proteínas como de acti 
vidad, es JJIJ}" parecido en ambos casos. 

Las fracciones activas de la colwnna de IEAE-celulosa se jW1taron, -

concentraron y se pasaron por w1a columna de Sefadex G-1 SO. En la 

fig. 6, se nuestra el perfil de elución de dicha columna, en donde -

se observa que la mayor actividad eluye en la fracción# 4 (fracción 

IV). Nuevamente, si se comparJn los perfiles de elución de la col~ 

na de Sefadex para ambas etapas, fig. 4 y 6, puede observarse que~ 

bos son muy similares. 
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3 h. La fracción 1I (2 mi) se aplicó a una columna de DEAE-celulosa 

( la8cm ),previamente equilibrada con la solución amortiguadora E ( 10 mM 

de fosfato de poi asio) y se lavó con 3 volúmenes de c;olumna, con la 

misma solución amortiguadora. Las proteínas retenidas se eluyeron con 8 

volúmenes de un gradiente lineal de 10-400 mM de fosfato de potasio 

( linea punteado-----;, coiectand,, tracciones de I mi con 1m flujo aprox. 

de 10 ml/h. Proteína (·-·-·-·). Actividad de DNA polimeroso (no). 

61 



E 
~ 1.2 
E 

• 
~ • ¿ o.a~ 

1 

··! 
1 

+--

\. 
"\ 

\__, 
5 10 

Nº dt fracción 

15~ 
1 .. 
• 'lt ·¡ 
• 
1 

IO ¡ 
o 
A 

e 
z 
0 

' 5 'lt 

1 
.!: -" e 
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actividad de O NA polimeroso de ejes embrionarios imblbldos durante 

3h. Lo frocciónm(0.4ml) se aplicó o una columna de Sefadex G· 

150 (0.7 x 20 cm), previamente equilibrada con lo solución omortlCJuo­

doro B ( 60 mM de fosfato de potasio). Los prote(nos II eluyeron con t.2 

vulúmenes de columna de lo misma solución amortiQuodoro, ~olectondo 

fracciones de 1ml con un flujo aproximado de 3ml/h. Prote(no(-·--·) 

Actividad de DN A po limeros a ( 1111). 
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En la fig. 7 se JJJJestra una fotografía de un gel de poliacrilamida, -
en donde cada car1"il corresponde a los diferentes pasos de purifica­
ci6n. Puede observarse que hay una banda, B, altededor de 90,000 de 
Hvl, que se va intensüicando conforme avanza la purüicación. Asi -

misro, se observa otra banda, A, que aparece en·el carril 3 (frac -­
ción 22 de la columria ·de DEAE·celulosa) y que corresponde a m PM -

aproximado de 105,000, pero esta no se intensifica, por lo que es -
más probable que la INA pol. aislada en esta etapa, 3 hrs. de imbibi 
cién, corresponda a la baJxla de PM aproximado; 90,000 (B) • 

Finalroonte, en la tabla VIII se 111Uestra el cuadro de purificación P! 

ra la enzima aislada a partir de ejes imbibidos durante 3 hrs. En -
este caso, solo se pudo lograr purificar la enzima 50 veces, obte~ 
dose: tm bajo porcentaje de recuperación, en comparación con la en­
zima aislada a partir de ejes ild>ibidos durante 24 hrs. (tabla VII). 

AsimiSIID, puede observarse que la actividad específica, de la enzima 
· aislada a las 3 hrs. de imbibición, es menor que la encoat1Íada para 
la muestra de 24 hrs. de imbibición. En la fig. 8 se nuestra una c! 
nética de tiempo, en donde se ve claranente COJJD la actividad de la 
enzima aislada a partir de los ejes :inbibidos durante 24 hrs. es PI'2. 
porcional al tiempo de incubación, aún a los 120 min., en tanto que -
la actividad d,e la enzima aislada a partir de las mestras imbibidas 
durante 3 hrs. no sigue este ca11portamiento, y aproximadamente a los 
60 inin. alcanza Wl mrucimo de actividad, llegando a una meseta des -­
pués. Lo anterior podría indicar la presencia de un factor, en el -
caso de la enzima aislada para la mestra de 3 hrs. de irrbibición, -
que la está inhibiendo. 

Este dato ayuiaría a explicar por·qué, a pesar de tener una cantidad 
de proteína comparable en los últimos pasos de purificación en ambas 
etapas, la actividad total, y con ello la actividad específica de la 
enzima aislada en la etapa temprana, 3 hrs. de :inbibición, es menor 
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TABLA lZIII. Cuadro completo de purificación de la DNA polimerasa aislada a partir de I as muestras 

im bibidas durantu 3 h. 

Volumen Proteína Actividad Actividad V e ces % 

Fracción T atal T ot a 1 Tota 1 Especifica de de 

(mi) (mQ) (unidades) (unid/ mQ l purificacion recuperación 

I ext crudo 3 3.0 192. 3 104. 5 0.54 - 100.0 

ll pp40% 2.0 34.8 28.6 0.82 l. 5 27.4 

m DEAE-cel 0.4 3.0 1 1 . 3· 3. 77 6.9 , o.e 

N Sefodex G·l50 l. o 0,44 1 1 .45 26.0 47.9 1 1. O 
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que la de la enzima aislada en la etapa tardía, 24 brs. de iml:>ibi -
ci6n. Con el fin de poder determinar si 1~ enzimas parcial.Jamte 
purificadas en ambas: etapas smi del misllK> . tipo, se procedió: 'a/reali­
zar la caracterización de caJa una. 

3. CARACT'ERIZACIOO. 

3.1. pH. 

En la fig. 9 (A y B) , se muestra co100 se ve influída la activi4ad de 
las enzimas en cada etapa, con respecto al pH de la solución aioorti­
guadora de la mezcla de reacc~6n. 

Comparando. ambas gráficas, puede observarse que la fonua de la a.uva 
es la misma en ambos casos, aunque es important~ hacer ~tar la dU!:_ 
rencia en cuanto a la actividad en ambas etápas, JJD.1cho mayor a 24 -
hrs. que a 3 hrs. En ténuinos generales, puede decirse que el pH j!!. 
fluye de manera muy parecida en la actividad de anbas enzimas, obser 
vándose una máxima actividad a pH 7 .6 en lcis d.Qs casos. 

3.2 Temperatura. 

En la fig. 10 (A y B), se nuestra el efecto de la tenq>etatura·sobre_ 
la actividad de las enzimas aisladas en ambas etapas. Nuevamente, -
en ténninos generales , puede decirse que la fonna de la gráfica es -
comparable en ambos casos, observándose un rango de tenperatura 6pti 
mo que va de 30 a 37°C. 

Tani>ién puede apreciarse claranente, que a temperaturas elevadas, la 
actividad enzimática se pierde casi completamente (fig. 10 ·B). 
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S6lo para la enz.ima aislada en la etapa tenq,rana de :ilwibici6n, 3 hr. 

se determin6 la inactivaci6n por el calor, para lo cual la enziina se 

incub6, en la soluci6n amrtiguadora dé-ensayo, a ?OºC durante di~­

rentes tienq,os. En la fig. 11 se prede observar com disminuye la a.s, 

tividad enz.inática de manera proporcional conforne se inc:rementa el••· 

tienq,o de incubaci6n a SOºC. 

3.3 Ccncentración de cloruro de potasio. 

En la fig. 12 se muestra el efecto de la concentraci6n de KCl sobre' .:-: 

la actividad enz.imlitica. En ella se puede apreciar qte la fonna de -

la curva para ani>as enz.imas, A y B, es muy parecida, Asimi.slll), pue­

de observarse que con SO nM de KCl se obtiene la mayor estimul.aci6n -

de la actividad enz.imática, en ani>os casos, y a concentraciones mayo­

res dicho efecto estimulador desaparece. 

3,4 Concentraci6n de cloruro de magnesio. 

En la fig. 13 (A y B), se nn..estra el efecto-4e la concentraci6n de :. 

MgC12 sobre la acti vi.dad de las enz.imas, en donde ptede observarse .-:. 
claranente que existe i.ma dependencia absoluta de la presencia de Mg++ · 

para que las enz.imas puedan actuar. En ausencia de MgQ2, no hay ac­

tividad enz.imática. 

Nuevamente puede verse que la fonna que adopta la gráfica para cada"' 

una de las enz.imas ,es muy similar, obteni!ndose una máxima actividad 

cm 12 nM de MgC12. Concentraciones por arriba de este valor, produ­

cen una disminuci6n en la actividad enz.inática en anbos casos. 

3,5 lnhibiclores. 

Por 111 timo, se estudió el efecto de algtmos COlll)uestos, que se sabe -

actuán sobre las 00 pol. tipo et de mamiferos, sobre la actividad de 

las enz.imas aisladas en ambas etapas. 
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Los resultados obtenidos se .DJ.Jestran en la fig. l 4 (A y B) • 

La ban-a #l represmta, en amos casos, la actividad enzimática del 

control, que corresponde a ll.29 unidades/ml para 3 hrs., y a 27 .2 -

unidades /ml. para 24 hrs. Los datos se reportan tomando estos val.Q_ 

res com. 100\. 

La novobiocina es tm inhibidor de la síntesis de INA. Originalmente, 

se observ6 que este compuesto time m·efecto directo sobre la rNA -

topoisomerasa II (Gellert, l97Ci), En la actualidad, se tienen algu­

nos reportes que indican la inhibici6n, · por novobiocina, de la DNA -

pol. tipo a de animales (Burke, et al, 1979; Edenberg, 1980; Nishio 

y Uyeki, 1982). 

Por lo anterior, se determinó el efecto de este compuesto sobre la -

actividad de las enzimas aisladas (barra 11 2). En aDDOS casos, se -

observ~ que la novobiocina no ejerce ningún efecto sobre la activi -

. dad de las rnA. poL aisladas. 

Se ha reportado que ara-CTP tiene tm efecto inhibidor sobre las INA 

pol. tipo a (Furth y Cohen, 1968; Frindland,1977; Yoshi~, et al, -

1977). La barra # 3, muestra claramente conn ara-CTP tiene t.m fuer­

te -efecto inhibidor sobre ambas enzimas, alrededor de un 190\ en los 

dos casos. 

Es bien sabido que en el sitio activo de las INA pol. tipo a se en­
ruentran prese,ites grupos sulfhidrilo que son indispensables para su 

actividad. Con el fin <le observar esto se emple6 NEM, cODD se puede 

observar en la barra# 4, este compuesto ejerce lID fuerte efecto in­
hfüidor sobre la actividad de ambas enzimas; más de llll 90\ en los -

dos casos. 
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Otro de los compuestos que se probaron, fué BuAU, el cual se ha re -

portado com inhibidor de las DNA pol.-_ tipo ex de mamíferos (W~ight, 

e,t a.t, 1"980 ; Wright , e,t a.t, l 981) • La barra 1# S muestra los result! 

dos oh.tenidos ccn BuAU; en ambos casos, este compuesto inhibe tan S.Q. 

lo 20%, a la cuncentracién utilizada. 

Un hecho importante que debe hacerse notar, es que tanto Nfil.1 coro -

BuAU se encuentran disueltos en un solvente orgánico, rMSO, ya que -

son insolubles en agua. En estos casos, se introdujo un segundo CO!!_ 

trol, al cual se le adic~onó una cantidad equivalente del solv~nte. 

El efecto que se observó del DM50 sobre la actividad de aili>as enzi -

mas, siempre .fué estimulador, incrementándose la actividad en prese!!_ 

cia de este solvente alrededor de un 30%. Lo anterior podría ser un 

indicio de que la actividad de esta enzima se ve favorecida por un -

ambiente hidrofóbico. 

·Por últim, se utilizó afidicolina, ya que se sabe que este.compues­

to es un potente inhibidor de las INA pol. tipo ex de animales (Ike­

gami, e,t a.t, 1978; Chashi, e,t al., 1978; Hanaoka, e,t a.t, 1919)y de -

plantas (Sala, e,t a.t, 1980 o). La afidicolina es insoluble en agua, 

por lo que se empleó etanol para poder disolverla. El etanol por sí 

solo muestra un ligero efecto inhibidor sobre la actividad de las .DNA 

pol. aisladas, pero este efecto se tom en cuenta al realizar el 

cálculo final. UL barra# 6 muestra los resultados obtenidos al -

utilizar este inhibidor. Es de hacer notar que en este caso, sí· 

existe diferencia en cuanto a la sensibilidad a la afidicolina por -

ambas enzimas. UL de la etapa temprana solo resulta inhibida un 1 O't , 

en tanto que la de la etapa tardía se inhibe poco más de tm 60'&. 

Finalnente, la barra # 7 nuostra la actividad de una posible DNA 

_pol.-tipo B presente. ULS diferencias más importantes en la mezcla 

de reacción para probar la actividad de DNJ\ pol. tipo B son: a) ma-
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yor concentracién de sales, b) pH más básico y C) la presencia de -

NFM, :con el fin de inhibir a la D.\JA pol . tipo a 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 a en presencia de 

NEM, barra# 4. Es pues poco probable que se encuentre presente una 

actividad de INA pol. B • 
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DISCUSION 

En el caso de las gramíneas, la síntesis replicativa del !NA es .un -

evento qu~ ocurre tardíamente, comparado con la síntesis de RNA y -

proteínas, durante el proceso de la genninación. No obstante, tanto 

en centeno com en maíz (Osborne, e,t. al, 1980; Vázquez-Raloos y López, 

1986) se ha observado que existe síntesis de !NA en etapas 1111y tem -

tempranas de la genninación, que aparentemente no corresponde a i.ma 

síntesis replicativa del I'NA. 

Con el fin de obtener datos sobre el tipo de síntesis que se lleva a 

cabo tanto en la etapa temprana como en la tardía de la germinación 

de ejes embrionarios de maíz, se decidió aislar las !NA polirnerasas 

presentes en ambas etapas. 

Se sabe poco acerca de la funci6n que d~sempeñan los diferentes ti -

pos de. DNA pol. presentes en vegetales superiores. Los estudios re!· 

lizádos en mamíferos, indican que la rnA pol. tipo a está involucr!_ 

da en la síntesis replicativa del DNA nuclear y la tipo e en la rep!_ 

rativa. Es por ello, que se esperaba encontrar preferencialmente -

una actividad tipo e en la etapa temprana (3 hrs. de imbibición) y 
una tipo a en la etapa tardía (24 hrs.) de la germinación del maíz. 

Con el fin de poder obtener datos acerca del tipo de ll'JA pol. prese!!. 

te en maíz en diferentes etapas de la genninadón, lo primero que se 

hizo fué mntar la técnica de purificaciál parcial. Para ello, se -

probaron varios tipos de resinas, en base a lo reportado en la bibli.2_ 

grafía para enzimas de este· tipo en otros sistemas, tanto vegetales 
como animales. 
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En la mayoría de los casos, la fosfocelulosa ha dado buen resultado. 

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

proteínas y enzimas que se sabe inte,raci:úán con los ácidos nucleicos. 

Sin embargo, en el caso de maíz estafesina no ftmCion6, ya que al -

cargar la columna con la muestra (.fracción . II) , la actividad sé pie!. .. 

de totalmente. Esto podría explicarse de dos fonuas; que· 1a enzima .. 

se pega tan fuertanente a la resina de fonoa que resulta muy difícil 

despegarla, o que al pasar la enzima por esta resina, por alguna ra­

zón, se inactive. 

Por lo anterior,se probó una collDIDla de fITP. ws resultados ·obteni­

dos con esta resina fueron mejores, ya que se obtuvo un pico de act!_ 

vidad bien definido, pero se encontró que el utilizar ésta resina -
. .,, '. . ' _· 

presenta dos desventajas, las ruales estan estrechruoonte relaciona -

das. 

La primera es que el grado de purificaci6n·y porciento de recupera"'.' 

ci6n de la actividad es muy pobre. La segunda, es la baja velocidag 

de flujo de esta columna. CUamo se mont6 la técnica de purifica'. • 

ci6n parcial, pudo observarse que el tiempo es lUl factor DI.IY_ín¡>or -

tante en los prireros pasos de purificación, ya que aparentemente la_ .. "· 

enzima es muy lábil antes de ser purificada. Es my probable· enton- ·· 
. . ~· . 

ces, que ~sta sea la principal razón por la cual sólo puede recupe-­

rarse una mínima parte de la actividad cuamlo se utiliza tma resina. 
de 1-ITP. 

En base a los resultados obtenidos con estas resinas, se decidió PI"!!. 

bar DEAE-celulosa. Los resultados obtenidos con esta resina µ¡eron 
muy buenos, ya que a pesar de que no se aumentan mucho · las veces . ~ · 

purificación, comparando el cuadro de purificación utilizando HrP -· 

(tabla V) con el obtenido cuamo se utiliza DEAE-celulosa (tabla VII) 



que la enzima se pega fuertenmte a la resina, a pesar de tratarse -

de una resina de intercambio ani6nico, ya que se requiere de alrede­

dor de 250 ut,I de fosfato de potasio para poder eluir la enzima. lo 

anterior sugiere que la enzima posee alguna regi6n con carga negati­

va que podría ser la que.interactuara con la resina. 

Otras resinas utilizadas tani>ién tuvieron inconvenientes por las ra­

zones antes dadas, por'lo que se decidió trabájar con DEAE-celulosa 

colll) primera columna, y Sefadex G-150 cano segunda. Con esto se CO!!! 
plet6 el esquema de purificación parcial que se J1Uestra en la tabla 

VI y que fué el que se sigui6 para aislar la enzima en anvas etapas, 

~anto la temprana como la tardía, de la ge:nninaclón de ejes embrio~ 
rios de maíz. 

En ruanto a la purificación parcial de la enzima en ambas etapas, 

hay un punto importante que debe hacerse notar, y es el hecho de que 

la activi<lad específica de la enzima aislada a partir de ejes irubibi 

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 purificación de las enzimas aisladas a -

partir de las nuestras ini>ibidas durante 3 y 24 hrs., tabla VIII y -

tabla VII respectivmoonte, puede d>servarse que la cantidad de prote.!. 
na total presente en el extracto crudo, fracción I, es menor en las 

muestras imbibidas durante 3 hrs., que en las de 24 hrs. No obstante, 

confoune proceden los pasos de purificación, la cantidad de proteína 

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 

específica, en la etapa temprana (3 h.rs. de imbibición) es nucho me -
nor que en la etapa tardía (24 hl>S)·de la genninación. 
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El hecho de que siempi-e la actividad encontrada a partir de las mue~ 

tras imbibidas durante 3 hrs. sea Jm.u:ho menor que a partir de las de 

24 ilms!, podría explicarse de dos fonnas diferentes: .l) la enzima -

presente en la etapa teuprana (3 hrs.) se encuentra en menor canti -

dad que la de la etapa tardía (.24 hrs) o 2) la enzima presente en la 

etapa tenprana se encuentra inhibida. Como puede verse en la fig. 8 

B, la actividad de la enzillla aislada en la etapa tardía se increme!!_ 

ta, de manera proporcional, conforme auomta el tiempo de incubación 

a 37ºC. En cambio, la actividad de la enzima aislada en la etapa -

temprana (fig. 8 A) no es,cproporcional con respecto al tiempo de in­

cubación. Esto tal vez podría indicar la presencia de un inhibidor 

_de la activic:lad de INA. pol. aislada a partir de las nruestras' :iJIDibi­

das durante 3 hrs., el cual se encontrcnia pegado a la enzima, ya 

que copurifica jwito ron está. Lo anterior podría a la vez explicar 

los datos obtenidos en ruanto a la purificación de ambas enzimas. E~ 

tos datos también podrían explicarse en base a la presencia, en las -

fraccion~s de la enzima aislada en la etapa t~rana, de tma enzima 

que degrade el J:NA fo110ado, pero esta segunda opción parece menos -

probable . 

. 
Una foI111a de poder comprobar la primera opción, sería probando , ex-

tractos cOJ1Dinados de las fracciones IV aisladas en anvas etapas. Es 

decir, obtener la fracción IV a partir de nuestras imbibidas durante 

·· 3 y 24 las. y hacer el ensayo de actividad de cada una por separado, 

y luego probar agregando parte de la fracción IV de la nuestra de 3 

hrs. a la fracción IV de la muestra de 24 ih:ss~ y observar si hay in­

hibici(n de la actividad. 

Para poder distinguir si se trata de la segunda opción, tma enzima -
que degrade el producto fonnado, podría hacerse el ensayo de activi­

dad para la fracción IV de la muestra de 24 hrs. y luego, ya al pro­

ducto formado, agregarle parte de la fracción IV de la muestra de 3 

hrs. y observar si se degrada el producto fonnado. 
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Con lo anterior podr!a COJll>robarse si se trata de alguna de estas P.2. 

sibilidades. A'Unque hay que tener en cuenta que si se.trata de un in 
. ·, ~ 

hibidor, es muy probable que · éste se encuentre :fuertemente pegado. a · 

la enzima, posibleioonte tm. modUlador alostérico negativo, y~ que al -

parecer purifican al misJJD tieu~o. Lo nás conveniente sería entonces, 

en primer lugar, lograr la purificaci6n de anbas enzimas a hODDgenei~ 

dad, para de esta forma poder saber realmente a qte se debe que la a~ 

tividad de la enzima aislada a partir de las muestras :inhibidas duran 

te 3 hrs. sea mucho 100nor que la de 24 hrs. 

Con el fin de comprobar que las enzimas aisladas en anbas etapas eran 

del misnv tipo, se procedi6 a realizar su caracterizaci6n. Conn se 

observa en la parte correspondiente a resultados, anbas enzimas 111\ES­

tran los mismos requerimientos en cuanto a pH, teq>eratura, concentr~ 

ci6n estimulatoria de KCl y reqterimiento de MgC12 (fig. 9,l0,12yl3, 

respectivamente), y ambas reaccionan de manera similar ante la prese!!_ 

cia de varios COJll)testos que se sabe tienen m efecto inhibidor sobre 

la actividad de DNA pol. tipo a (fig. 14). Estos resultados indican 

que las enzimas aisladas en anbas etapas entran dentro de lo que co -

rresponde a ma 00 pol. tipo a , en base a la clasificaci6n que se 

hace conparando las características de la tNA pol. a de animales, -

las cuales incluyen; elevado peso molecular, requerimiento absoluto -

por tm catilSn divalente (preferencialnente Mg++) e inhibición por -

elevadas concentraciones de cationes JJDnovalentes, ara-CTP, NEM y af!_ 
dicolina. 

A continuaci6n se hace ma comparaci6n de las características de las 

enzimas aisladas en este trabajo y otras DNA pol. a aisladas a par -

tir de diferentes fuentes incluyendo: V. melanoga.6.teJt, mamiferos y a! 
gtmas especies vegetales ( tabla IX) • 
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Tempera- K CI Mg Cl2 % de lnhibicicSn 
Fuente pH ., 

tura (ºC) (m M) (m M) N011obiocina Ara-CTP NEM BuAU Afidicolina 

1. Q., melanogaster 8.5 NrfA) 60 12 NO NO 90(0.lmM) NO 25(5}lg/ml) 

2. HeLa 7.0-7.5 NO 50 2.5 NO 90(1.0mM) 90(3mM) NO 90(30,-o/ml) 

3. Células K.B. 7.6 NO 50-100 10 NO NO NO NO. NO 

4. Vinco ~ 7.5 NO 50 6-15 · NO NO 90(10 mM) Nt NO 

5. Q.rvza sativ~ 7.2-8.4 NO NO 5-10 NO ,_NO 20(1mM) NO NO 

6. rr;go 7.0-8.0 NO NO 5 NO NO 90"5·10mM] NO NO 

7. 3oyo 7.5-8.0 NO 50-100 10 NO NO 90(>2mM) NO NO 

8. Espinaca 7.0-8.5 NO NO 10 NO NO 90(0,lmM) NO 90(10,MQ!ml) 

'3o.MaÍz(etopa temprana) 7.6 30-37 50 12 O(IOO)'g/mll ~~gñnl 92(10mM) 2CX40µg/tnl 1 10(5C>µ.g/rnl) 

9b.Maíz (etapa tardía) 7. 6 30-37 50 12 O(lOOµg/ml} eo~oq.,.;. +.: 98(10m M) 18(40}'9/mll 62(5Cf\O/ml 

TABLA IX. Cuadro comparativo de las propiedades de algunos ONA polimerasas tipooe. aisladas a partir de diferentes fuentes 

tonto animales como vegetales. 

1 Bon ks, !! ru, 197 9; 2. E nomoto, !! Q.!, 1983; 3. Fisher y Korn, 1977 ¡ 4 .Gardner y Kado, 1976¡ 5. A mileni, !.J !!! , 1979; 
a, 
c.,, 6.Castroviejo, !.! ru, 1979; 7. 0 1Allesandro ,tt g1, 1980; 8. Misumi y Weissbach,1982; 9a y 9b. Presente trabajo. 

Al NO No determinado. 



Can respecto al pH 6ptimenoontrado, 7.6, puede observarse claraioon­

te que cae dentro del rango de pH 6pti.Joo reportado para otras espe­

cies, oon excepci&l de V. mel.ano9a6te:1t, el aia1 resulta ser básico. 

En ningOn caso se reportan estudios del efecto de la tenperatura so -

bre la acti vi.dad. .Al.Dlque en todos ellos se indica que el ensayo de -

actividad se realiza a 37ºC, lo aial podrra llevar inplkito que es -

la temperatura 6ptima para cada una de ellas. En el caso concreto -

del maíz, se encontr6 tm rango de ·tenperatura 6pti.Joo que va de 30-37º 
' . 

c. 

Con respecto al efecto de KCl sobre la actividad enz.i.nática, puede o~ 

servarse que el efecto estimulador de 50 :nf.f observado en este trabajo, . . 
ccncue:rda con los datos reportados para V. mel.anoga6teJr., HeL1, célu -

las KB, V. JWl.:.e.a y soya. (tabla IX-). En algunos· casos, COJOO espinaca, 

t trigo y arroz, tinicamente reportan el efecto inhibiik>r que ejerce KCl 

a elevada concentraci6n (200 nM), sobre la actividad de la 00A pol. -

a . En el presente trabajo, no se utilizaron concentraciones tan -

elevadas (200 llM), pero puede obsenrarse claramente c.oI1D a concentra­

ciones mayores a 50 nM, la actividad disminuye (f ig. 12). 

En cuanto al requerimiento de tm cati6n divalente, los datos obteni -

dos en este trabajo concuerdan con lo reportado en otras especies, e!!_ 

ccmtdndose que la concentración 6ptima de MgCI2 es de 6-1~ nM, con 

excepci&l. ae HeLa. En todos los casos, se observa tm requerimiento -
absoluto por un cati6n divalente, preferencialnente Mg++ sobre Mn++, 

y una inhibici(n a ooncentraciones mayores (fig. 13 y tabla IX). 

Finalnente, con respecto al efecto inhibidor de varias substancias, -

en la mayoda micamente reportan et efecto qte ejerce NEM, y ocasio­

nalnente afidicolina, sobre la actividad de las enzimas. En todos -

los casos, NEM inhibe alrededor de m 90%, a concentraciones tan pe­
queñas CO'!IO 0.1 nM. En este caso, se probaron diferentes concentra -
ciones de NEM solo para la enzima aislada a 3 hrs. de inbibici6n. 
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En la fig. 15, puede observarse que concentraciones de 0.1 nM inhiben 

60%, mientras que concentraciones mayores, 10 nM, inhiben poco nds de 

90%, 

En ningtin caso, de los que se enaientr.m en d cuadro de la tabla IX~ 

se muestra el efecto de novoblocina o BuAIJ sobre la actividad Je lás 
enzimas, pero se ha reportado al menos en má:miferos,que novobiociítáy 

BuA.U inhiben pol. -0 (Burke, e.t al., 1979; Edenberg, 1980; Nishio y -

Uyeki, 1982; Furth y Cohen, 1968; Frindland, 1977). En este caso se 
encontr6 que la novobiocina no tiene efecto sobre la actividad. dé 1415 
enzi.lllas aisladas y BuA.U, a la concentración utilizada, inhibe sólo a! 

rededor de w 20%. 

El efecto de ara-CTP t:inicanente se reporta para Hel.a, encontrando que 

inhibe 90.% a 1.0 nM. En este trabajo, se encontró que ara-CTP 200 -

µ g/ml inhibe alre4edor de 90%. Finalm.mte, la a,fidicolina se ve- que, 

tiene efectos variados, tanto en espinaca coro en HeLa se observa m 

90% de inhibición (a concentraciones de 10 y 30 µ g/ml respectivanen­

te) en tanto que en V. me.fa.noga.6.tell solo se observa tm 25% de inhibi­

ción (a 5 µ g/ml). Los datos obtenidos en este trabajo muestran que -

las enzimas aisladas a partir de maiz no son tan sensibles a este e<!, 

puesto,-e inclusive, la afidicolina tiene m efecto diferente en am -
has. Para la enzima aislada en la etapa teJ14}rana $e lo.gra uta inhibi 

ci&l de tan .solo tm 10%, en tanto que para la de la etapa tardía el ... 

efecto inhibidor es mayor, alrededor de m 60%. Esto podría ser~ -

indicio de una pequefia diferencia en cuanto a la naturaleza de ani>as 

enzimas. 

Un dato que se desprende de este estudio, y que resulta interesante,­

consiste en el efecto estinrulador, observado en ambas enzimas, que -

tiene el IM50, el cual tanbi6n se ha visto que se lleva a cabo en el 

caso de la INA pol. tipo 6 aislada a partir de placenta hunana (we, 
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FIG. 15. lnhibicidn de la actividad de DNA poltmerasa a 3h d• imbi­

bición por NE M. La fraccldn IJ' 11 en111ya en la presencia de las con· 

centraciones indicadas de NEM. Los resultados ie expresan como por· 

ciento del control. 
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et al, 1986). Dicho efecto estbnulador podría ser un :Indicio de que 

la enzima trabaja en tm ambiente hidrof6bicn. 

Los datos obtenidos, indican que las enzimas aisladas en anbas et~ ·'.t 
-. ·.: ¡ 

se clasifican como DNA poi. a • Pero estos datos de ninguna manera 
excluyen la posible existencia de tma INA pol. de alg(il otro tipo,· -

tal vez una tipo e , al renos en etapas tempranas de la genninaci&1,. 

La; datos referentes a la existencia de una ffiA pol. tipo a en plan:-:. 
tas alln son confusos, pero al parecer ésta si se encuentra presente, 

pero no en todos los tejidos ni en todos los estados del desarropo y 
por ello es más dificil poder detectarla y, amado a ello, áislatla. 

Es muy posible entonces que en este sistema, ejes enbrionarios de· 

maíz, si exista una !NA. pol. tipo e , pero tal vez hace falta en(X>l'l-. 

trar un ensayo de actividad llli1s sensible o m dtodo: de purificación 
nás adecuado. 
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CONCLUSION 

De este trabajo puede concluirse que se ail6 una mA polinerasa tipo 
ci tanto en la etapa temprana (3 hrs.) , coroo en la tard!a (24 hrs. )­

de la imbibici&l de ejes enbrionarios de maíz, en bas~, principal.Dlarl­

te, a sus requerimientos pero sobre todo, a su respuesta a inhibido -
,' J 

res específicos para este tipo de polinerasa. 

AsiJnisJIJ), se observa que la enzima aislada a partir'de.las moostras -

imbibldas durante 3 hrs. es menos activa que la de 24 hrs. Bstó \ 

podría deberse ya sea a una nenor cantidad de la enzima o a la posi. -
ble presencia de un inhibidor de la actividad de INA pol, en la ·enzi 

ma aislada a P.artir de las :muestras de 3 hrs ~ de· :i.ni>ibici6n. 

Con respecto a la caracterizaci&l, puede decirse, en ténninos ¡enera"' 

les, que ani>as enzimas muestran los misroos requerimientos en cuanto.~ 

temperatura, pH, concentración de KCI. y MgC12 para obtener Ula m! 
xi.na acti vldad, 

En el caso de los diferentes inhibidores utilizados, 1lnicanente se o!!_ 

serva una diferencia significativa enel caso de ~a respuesta a afid!, 

colina para md,as enzimas, siendo m4s sensible la de la etapa tard!a 

que la de la temprana. 

Un punto importante de tomarse en cuenta, es q1.2 las enzimas no se -

aislaron a homogeneidad, por lo que sería conveniente lograr aislar -. . 

las a homogeneidad para de esta forma, poder caracterizarlas mejor. 
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Como se nencionó en la discusión, los datos reportados en.este traba­

jo de ningma manera excluyen la _posible existencia de ma INA pol. -

de otro tipo, COJID podr!a ser ma de tipo a. 

Una posibilidad, para encontrar el nétodo de pwificación y el ensayo 

de actividad más adecuado, podda ser induciendo un daño al INA de -

los ejes eni>rionarios de ~iz. Por ejemplo, tratar los ejes con ble~ 

mlcina y aislar la enzima presente llla)'Oritariamente en la etapa tem -

prana de inbibición, Se ha observado que este conpuesto induce una -

síntesis reparativa relacionada a>n la actividad de DNA pol. a (Mi -

ller y Cllinault, 1982; M.fller y Lui, 1982). De esta forma, seda m4s 

jácil ·poder 11Dntar la técnica y el ensayo adecuado para poder aislar­

la y detectarla. Una vez tenien~ esto, irse a ejes eni>rionarios no 

tratados a diferentes horas de imbibición. 
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