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RESUMEN 

En nuestro grupo de trabajo se han separado tres actividades de DNA 
polimerasa a partir de un extracto de ejes embrionarios de maiz 
imbibidos por 24 horas. Estas actividades han sido denominadas DNA 
pol1, DNA pol2 Y DNA pol3. De estas, la que mas se ha estudiado ha 
sido la DNA pol2, y se ha encontrado que comparte caracteristicas 
similares a las DNA polimerasas tipo Cl. de eucariotes, ya que ademas 
de presentar una actividad de primasa asociada a la actividad de 
polimerasa, su actividad es afectada fuertemente por inhibidores de la 
replicacion como son N-EM y afidicolina (Coello et al. 1992; Garcia et 
al. 1997). 
En este reporte se muestran los resultados obtenidos en la 
caracterizacion de la DNA pol1 de maiz, comparandola con las otras 
dos DNA polimerasas de maiz y con DNA polimerasas de otros 
eucariotes, encontrandose 10 siguiente: 
1.- La DNA pol1 de maiz no solo no requiere KCI para su actividad 
sine que a concentraciones mayores de 6 mM su actividad disminuye; 
requiere MgCI2 0 MnCI2 para su actividad, siendo las concentraciones 
6ptimas de 5 mM y 4 mM respectivamente. La actividad es optima a 
concentraciones de 100 mM de NaCI y es fuertemente inhibida p~r N­
etilmaleimida y moderadamente inhibida por afidicolina y ddTTP. 
2.- Con la DNA pol1 de maiz co-purifica una actividad de nucleasa, 
que se detecta en ensayos realizados en geles de poliacrilamida, 
tratandose al parecer de una actividad de exonucleasa 3'-5'. 
3.- Ensayos in vitro indicaron que esta enzima fue estimulada p~r 
PCNA, aunque esto debera confirmarse realizando ensayos 
adicionales. 
4.- Los pesos moleculares de la holoenzima y de la subunidad 
catalitica de la DNA pol1 de maiz fueron de 450 kDa y 70 kDa, 
respectivamente, determinados p~r geles de actividad. 
El conjunto de resultados obtenidos sugieren fuertemente que la DNA 
pol1 de maiz se podria clasificar como una DNA polimerasa tipo o. 
Adicionalmente se reportan 105 intentos para purificar a la subunidad 
catalitica por medio de geles de isoelectroenfoque y de doble corrida. 
Sin embargo, despues de estos ensayos no se logro obtener a 
homogeneidad a la subunidad catalftica. 
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1. INTRODUCCiÓN 

La investigación sobre las DNA polimerasas y enzimas que intervienen 

en la síntesis del DNA tanto en modelos eucariotes como en 

procariotes, es un campo de mucho esfuerzo; hoy en día se tiene un 

amplio conocimiento sobre este tema en procariotes y varios tipos de 

eucariotes, pero la información es escasa en plantas; por tal motivo, el 

tema de esta tesis se centra sobre la caracterización de una actividad 

de DNA polimerasa que es obtenida de un extracto proteico de ejes 

embrionarios de maíz (Zea mays L.) imbibidos por 24 horas. Este 

capitulo comprende una descripción sobre esta importante planta, su 

germinación, el metabolismo del DNA y proteínas que participan en 

este proceso. 

A. EL MAíz 

El teocintle es considerado como el ancestro del maíz (Raven et 

a/.1992). Según Mangelsdorf (1974) para que el maíz haya alcanzado 

la distribución geográfica que tiene actualmente y el grado de variación 

genética que se le observa, tuvieron que haber intervenido varios 

factores como la migración, la mutación, la recombinación genética y 

la selección principalmente. Hoy en día el maíz se adapta a diversas 

condiciones ecológicas y esto permite realizar su cultivo en muchas 

regiones agrícolas, lo que explica su gran importancia económica tanto 

a nivel nacional como mundial. 



1. Clasificacion Taxonomica del Maiz 

El maiz es un vegetal herbaceo cuya clasificaci6n se muestra a 

continuaci6n (Robles 1976). 

Reino 
Divisi6n 
Subdivisi6n 
Clase 
Subclase 
Grupo 
Orden 
Familia 
Tribu 
Genero 
Especie 
Subespecie 

vegetal 
traqueofita 
pteropside 
angiosperma 
monocotiled6nea 
glumifora 
graminales 
gramineas 
maydeae 
zea 
mays 
mays 

2. Anatomia de la Semilla de Maiz 

La semilla es el ovulo transformado y maduro de las plantas 

faner6gamas y la de maiz esta constituida por las siguientes 

estructuras (figura 1): 

1) Testa; 2) Capa de celulas de aleurona; 3) Endospermo; 4) Capa de 

celulas epiteliales; 5) Escutelo; 6) Cole6ptilo; 7) Plumula; 8) Nudo 

cotiledonar; 9) Radicula, 10) Coleorriza y 11) Pedunculo (Robles S. R. 

1976). 

1. La testa 0 cubierta seminal es la pared del ovario desarrollado y 

maduro que proporciona una barrera protectora entre el embri6n y el 

medio externo. En el maiz este tejido se presenta como una delgada 
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pellcula y por 10 mlsmo no se puede diferenciar en pericarpio, 

mesocarpio y endocarpio, constituyendo as; una sola estructura. 

Capa de 
celulas de 
Aleurona 

. , 
·r ~ . 

J.; ; • _, ". 
.' 

: 

Pedvtlcvlo 

CUbierta seminal 0 Testa 

Ehdospermo comeo (ctistalitlo J 
fudNpermo amnaceo (opaco J 

Cotiledon 0 Escutelo 

Coleoptilo 

&-nbti6tl 

cotiledonar 

Radfcvla 
Caliptra 

Figura 1: Esquema de Semilla y Embri6n . 

La testa esta impregnada de ceras y grasas, as; como de celulas 

muci/aginosas que revientan al contacto con el agua, proporcionando 

una barrera que retiene el agua alrededor de la semilla. 
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2. La aleurona es una capa de celulas vivas que rodea el 

endospermo, sintetiza a-amilasa y otras enzimas hidrolfticas que 

degradan el almid6n durante la germinaci6n. 

3. El endospermo es un tejido nutritiv~ que se produce en el saco 

embrionario y que persiste en la semilla como almacen de reservas, 

las cuales se utilizan en el desarrollo del embri6n durante la 

germinaci6n. 

4. El epitelio es un tejido que cubre la superficie externa del embri6n 

formando una delgada capa protectora. 

5. El escutelo 0 cotiled6n en los frutos de las monocotiled6neas, como 

es el maiz, es una estructura discoidea gruesa que se localiza entre el 

embri6n y el endospermo, representa el cotiled6n unico, el cual actua 

como 6rgano de succi6n en favor de la nutrici6n del embri6n durante la 

germinacion. 

6. El cole6ptilo es una cubierta que rodea a la yema plumular y forma 

a la primera hoja por encima del cotiled6n en las gramineas y rodea el 

extremo del tallo y alas hojas incipientes. Sirve como protecci6n a la 

plumula durante la germinaci6n. 

7. La plumula es la yema del embri6n en una semilia que dara origen 

a la parte aerea de la planta. 

8. El nudo cotiledonar se conoce tambien como corona y se 

encuentra entre la plumula y la radicula. 

9. La radicula es el extremo del hipoc6tilo del cual se desarrolia la raiz 

primaria. En esta regi6n se encuentra la caliptra que es la cubierta 

celular que rodea al meristemo radicar (radicula). 

10. La coleorriza es una funda que rodea a la raiz del embri6n en las 

gramineas. 

4 



11. El pedunculo es una articulacion que sostiene a la semilla de la 

inflorecesia. 

A 1. Germinacion de la Semilla 

Desde el momento en que termina la formacion del embrion, las 

celulas suspenden la division y atenuan considerablemente sus 

funciones de respiracion y nutrici6n, iniciando el periodo de vida 

latente que dura hasta el comienzo de la germinacion. 

La germinacion se ha definido de muchas maneras, pero en nuestro 

grupo de investigacion se ha definido como aquel proceso que ocurre 

desde el momento en que la semilla toma agua (imbibici6n) reiniciando 

el proceso metabolico necesario, hasta que se completa la primera 

divisi6n celular. Durante este lapso en el eje embrionario se pueden 

desarrollar algunos eventos comunes a un gran numero de semillas 

gramineas y pueden dividirse en: eventos tempranos, los cuales 

incluyen hidratacion, sintesis de ATP, sintesis de proteinas, sintesis de 

RNA y reparacion del DNA; y eventos tardios 0 secundarios, como son 

la expansion celular, movilizaci6n de reservas y replicaci6n del DNA 

(Bewley y Black 1985). 

A2. Metabolismo del DNA 

La sintesis de DNA es un proceso que ocurre poco tiempo despues de 

la entrada de agua a la semilla (Osborne et al. 1980/81). Durante la 

germinaci6n de los ejes embrionarios de maiz, la velocidad de sintesis 

de DNA es baja en las primeras horas y aumenta en tiempos 
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posteriores al iniciar la sintesis replicativa (Vazquez-Ramos y L6pez 

1986). 

Se ha sugerido que la sintesis del DNA que se observa en las etapas 

tempranas es el resultado de la replicaci6n del DNA organelar (Ortega 

1988) 0 de la reparacion del DNA (Osborne et al. 1980/81; Vazquez­

Ramos y Osborne 1986; Zarain et a/.1987; Zlatanova et a/.1987; 

Tamariz 1990); estas dos posibilidades no son excluyentes (Vazquez­

Ramos 1992). 

Los procesos de reparaci6n del DNA son continu~s ya que el DNA 

puede ser blanco de factores que dafien su integridad (como la luz 

ultravioleta). Sin embargo, mientras la ac:tividad metab61ica sea alta, el 

funcionamiento de la maquinaria enzimatica que constantemente 

remueve las anomalias presentes en el material genetico estara 

asegurado. El problema se presenta en el DNA de las semillas en 

estado seco, que tienen un contenido de humedad de 

aproximadamente el 10% y una actividad metab61ica muy baja. En 

este estado fisiol6gico el DNA es mas sensible a los dafios 

ocasionados si las semillas sufren un almacenamiento prolong ado a 

alta temperatura y/o humedad (Osborne et al. 1984). Cuando estas 

lesiones no son reparadas por que las proteinas que intervienen en el 

proceso tienen baja actividad los dafios en el DNA se acumulan 

conduciendo a la perdida de la integridad del genoma y 

consecuentemente a una baja en la viabilidad de la semilla (Cheah y 

Os borne 1979). 

Se ha descrito que la sintesis replicativa es un evento tardio en 

diferentes semillas (Chen y Osborne 1970; Mory 1972; Yadav 1976) y 

hay evidencias provenientes de estudios realizados utilizando 

6 



inhibidores de la replicacion (Vazquez-Ramos y Lopez 1986), datos 

autorradiograficos (Baiza et a/.1989) y cuantificacion del DNA por 

citometria de flujo (Georgieva et al. 1994) han establecido que en el 

maiz el inicio de la replicacion del DNA se observa entre las 12 y las 

15 horas de germinacion. 

Si bien la division celular en el caso del maiz es un evento 

concomitante con la protrusion radicular, la replicacion del DNA 

comienza durante el periodo de germinacion (Bewley y Black 1994; 

Reyes et al. 1991). 

Poco se sabe acerca de la regulacion de la replicacion del DNA 

durante la germinacion. Coello et al.(1992) y Coello y Vazquez-Ramos 

(1995a) reportan que tanto la cantidad de la enzima DNA pol2 de maiz 

como su actividad durante la germinacion permanece constante 

durante las primeras horas y estos autores demuestran que el 

incremento en la actividad de esta enzima esta asociado a su estado 

de fosforilacion (Coello et al. 1992; Coello y Vazquez-Ramos 1995a). 

1. Replicacion del DNA 

La replicaci6n del DNA involucra la acci6n concertada de muchas 

enzimas y factores proteicos que las regulan. Entre las primeras se 

encuentran las DNA polimerasas, pnmasas, helicasas, 

topoisomerasas, proteinas de union al DNA, ribonucleasas y ligasas 

(Kornberg y Baker 1992). 

En los ultimos arios el conocimiento acerca de la replicaci6n del DNA a 

nivel molecular, asi como la naturaleza de las proteinas que estan 

participando en la horquil/a de replicacion (figura 2) en celulas 
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eucariotes ha aumentado de manera considerable. La convergencia 

de 105 estudios realizados en una gran variedad de organismos ha 

puesto de manifiesto la conservaci6n de la estructura y funci6n de 

muchos de 105 componentes del aparato de replicaci6n eucariote. El 

desarrollo de un sistema de replicaci6n in vitro usando el DNA del 

virus SV40, asf como la clonaci6n y secuenciaci6n de 105 genes que 

codifican para las diferentes protefnas, ha permitido conocer de una 

forma mas clara la funci6n que a nivel celular IIevan a cabo las 

distintas DNA polimerasas, que son las enzimas mas extensamente 

estudiadas del aparato replicativo. De acuerdo a su funci6n y 

caracterfsticas las DNA polimerasas se han clasificado en: 

a. DNA Polimerasa a-Primasa 

La DNA polimerasa a (DNA pol a-primasa) fue la primera polimerasa 

aislada de celulas eucariotes (de tim~ de ternera) hace ya mas de 30 

afios por 80llum, 1960. Muchas evidencias experimentales se han 

acumulado para proponerla como una enzima replicativa: 

• La presencia de una subunidad lIamada DNA primasa por capacidad 

de sintetizar un cebador de RNA para proporcionarle un extremo -3"­

OH a la DNA polimerasa e iniciar asf la sfntesis de DNA. 

• Es sensible a inhibidores de la replicaci6n como afidicolina 

(Huberman, 1981) Y su actividad se incrementa en celulas que estan 

proliferando (Chiu y 8aryl 1975). 
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• Anticuerpos producidos contra esta enzima inhiben la replicación del 

DNA en células permeabilizadas o cuando son directamente 

inyectados en el núcleo (Miller et al.1985; Kaczmarek et al. 1986). 

• Se han identificado mutantes termosensibles deficientes en la 

replicación del DNA que han resultado tener mutaciones en los genes 

de la DNA polimerasa a (Eki et al. 1986). 

• La expresión del gen de la DNA polimerasa a se correlaciona con la 

activación en la proliferación celular tanto a nivel transcripcional como 

postranscripcional (Wong et al.1988; Walh et al.1988). 

Composición y Propiedades. A pesar de las intensas investigaciones 

que se han realizado sobre la DNA poi a.-primasa, el conocimiento de 

su estructura y de las subunidades que la conforman ha sido 

establecido solo recientemente. Dos de los mayores problemas han 

sido la baja cantidad de proteína presente por célula y su gran 

sensibilidad a la proteólisis durante los protocolos de purificación. La 

DNA poI a-primasa esta compuesta por 4 subunidades: una 

subunidad de 180 kDa (p180) que corresponde a la subunidad 

catalítica, una subunidad reguladora, que pesa aproximadamente 70 

kDa en células de mamíferos y 90 kDa en levaduras en gemación 

cuya función, al parecer, es la de regular la actividad del complejo 

polimerasa-primasa, sufriendo fosforilaciones y desfosforilaciones, una 

subunidad con actividad de primasa que pesa aproximadamente 48 

kDa (p48) y un polipéptido de 58 kDa (p58), cuya función no ha sido 

bien definida, aunque varias funciones han sido sugeridas: 1) que p58 

ayuda a estabilizar la naturaleza termolábil de la subunidad catalítica 
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de la DNA primasa; 2) que p58 sea requerida para la interacción 

funcional entre p180 y p48, posiblemente con un papel esencial en la 

transición entre la síntesis del cebador de RNA y la subsecuente 

elongación por la DNA poi a (Foiani et al. 1997). Las 4 subunidades de 

la DNA poi a-primasa son esenciales para la viabilidad celular (Sugino 

1995; Wang 1996). 

La DNA poi a es una enzima que tiene baja procesividad que varia 

entre 20 y 50 nucleótidos. La procesividad es una característica de la 

actividad enzimática y se define como el número de nucleótidos 

incorporados en un solo evento de unión a un molde de DNA 

(Hockensmith y Bambara 1981; Villani et al. 1981; Hohn y Grosse 

1987). 

La DNA poi a-primasa es fuertemente inhibida por afidicolina, N­

etilmaleimida y butilfenil-dGTP y su actividad no disminuye con 

análogos de nucleótidos como didesoxi-NTPs (Kornberg y Baker 

1992). 

Se ha descrito que la DNA poi a-primasa interactúa con RP-A 

(proteína de replicación A)(Dorneiter et al. 1992; Longhese et al. 1994 ), 

un heterotrímero con capacidad de unión a DNA de cadena sencilla, 

compuesto por polipéptidos de 70 kDa, 32 kDa y 13 kDa de peso 

molecular. La interacción de la DNA poi a con RP-A aumenta su 

procesividad haciendo que se sinteticen fragmentos que se 

encuentran en el rango de los fragmentos de Okazaki (100-200 

nucleótidos, So y Downey 1992). 

También se han reportado interacciones con el antigeno T, una 

proteína con actividad de helicasa del virus SV40 (Collins et al. 1993); 

11 



y con el complejo de reconocimiento al origen de replicaci6n (ORC, 

Longhese et al. 1994). 

Se ha propuesto que la DNA pol a-primasa es blanco de una cascada 

de fosforilaci6n y desfosforilaci6n regulada durante el ciclo celular y 

p~r ello se ha estudiado la fosforilaci6n de este complejo por cinasas 

dependientes de ciclinas tales como ciclina A-Cdk2, ciclina A-Cdc2, 

ciclina B-Cdc2, ciclina E-Cdk2. Se ha encontrado que la fosforilaci6n 

de la subunidad cataHtica de la pol a no influye en la actividad de DNA 

polimerasa en ensayos in vitro usando DNA activado como molde, 

pero la fosforilaci6n de la subunidad reguladora p~r las cinasas antes 

mencionadas afecta la actividad de primasa de la enzima 

(Voitenleitner et al.1997). 

Existen reportes donde se indica que la DNA pol a copurifica con una 

actividad de exonucleasa, el producto del gen RTH1, cuya 

participaci6n en el metabolismo del DNA no se conoce hasta ahora 

(Zhu et al. 1997; Biswas et al. 1997). 

b. DNA Polimerasa I) 

Esta enzima, purificada de reticulocitos de conejo en 1976, difiere de 

la DNA pol a-primasa en que presenta una actividad intrinseca de 

exonucleasa 3'-5' (Syrnes et al.1976); 10 que implica la posibilidad de 

remover algun nucle6tido que no haya sido incorporado 

adecuadamente, para mantener la fidelidad del proceso de replicaci6n. 

Estudios realizados en un sistema de replicaci6n in vitro con el DNA 

del virus SV40 han sugerido que solo se necesitan para la replicaci6n 
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del DNA, la DNA poi a-primasa y la DNA poi 8 para la síntesis eficiente 

de la cadena discontinua y continua respectivamente (Weinberg 1989; 

Melendy y Stillman 1991). 

Composicion y Propiedades. La mayoría de las DNA poi 8 que se 

han descrito están compuestas por 2 polipéptidos, el primero de 

aproximadamente 125 kDa, que corresponde a la subunidad 

polimerizante y a la actividad exonucleasa 3'-5', y una subunidad 

pequeña de 48-50 kDa, que interactúa con PCNA (Proliferating Cell 

Nuclear Antigen), incrementando notablemente la procesividad de la 

holoenzima (Kornberg y 8aker 1992; Sugino 1995). 

Una excepción parece ser la DNA poi 8 de Schizosaccharomyces 

pombe, para la que se han descrito 5 subunidades, cuyas proteínas 

han sido designadas Pol3/Cdc6 (subunidad catalítica, 125 kDa); Cdc1 

(subunidad que interactúa con PCNA, 51 kDa); Cdc27 (43 kDa); un 

polipéptido de 42 kDa con función hasta el momento desconocida; y 

una subunidad de 22 kDa idéntica a una proteína llamada Cdm1 que 

fue previamente identificada como un supresor multicopia en mutantes 

cdc1 de S.pombe (Zuo et al. 1997). 

Cdc1 y Cdc27 son proteínas que se requieren en la transición G2- M Y 

mutaciones en alguno de estos genes detienen a la célula en G2, pero 

hasta el momento la función de estas proteínas es desconocida 

(Hutchison y Glover 1995) 

La DNA poi 8 se inhibe fuertemente por N-etilmaleimida y afidicolina, 

pero ligeramente por ddNTP. La concentración de butilfenil-dGTP 
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requerida para inhibir a la DNA pol 0 es 100 veces mayor que la 

requerida para inhibir a la DNA pol a (Kornberg y Baker 1992). 

La DNA pol 0 tiene una procesividad baja que aumenta enormemente 

al afiadirse PCNA (37 kDa, Tan et a/.1986), proteina que se ensambla 

al molde de DNA en forma de homotrimero, permitiendo a la DNA polo 

deslizarse a 10 largo del DNA a duplicar, y por consiguiente poder 

sintetizar todo el molde de DNA en un solo evento de uni6n (Downey 

et a/.1990). 

Otro factor importante para la interacci6n de DNA pol 8 Y PCNA, es el 

factor de replicaci6n C 0 RF-C, que es un heteromultimero compuesto 

de 5 subunidades, 140, 40, 38, 37 y 36 kDa; esta proteina se encarga 

de ensamblar a PCNA alrededor del molde de DNA requiriendo para 

ello la hidr61isis de ATP (Campbell 1993; Vladimir et a/.1997). 

DNA pol 8, PCNA Y RF-C son esenciales para la progresi6n del ciclo 

celular (Kornberg y Baker 1992). 

c. DNA Polimerasa (; 

Cuando se aisl6 por primera vez a la DNA pol (; se pens6 que era un 

tipo de DNA pol 8, ya que respondia a PCNA y ademas presentaba 

una actividad intrinseca de exonucleasa 3'-5 (Kornberg y Baker 1992). 

Estudios posteriores demostraron que era una enzima diferente a la 

DNA polo, ya que por si misma tenia una alta procesividad aun en 

ausencia de PCNA, y era codificada por un gen diferente, POL2 en 

S.cerevisiae (Lee et a/.1991; Syvaoja 1990; Burgers et a/.1990). A 

pesar de que los primeros reportes indicaban que la DNA pol e estaba 
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asociada a procesos reparativos (Nishida et al. 1988), estudios 

geneticos en levaduras han demostrado que se requiere para la 

replicacion cromosomal (Syvaoja 1990) y se ha propuesto un modelo 

postulando la accion de las tres enzimas a, 8 y E: en la horquilla de 

replicacion, en cual sugiere que la DNA pol 8 sintetiza a la cadena 

continua y las DNA polimerasas aYE: sintetizan a la cadena 

discontinua del DNA (Morrison et a/.1990). 

Composicion y Propiedades. La DNA pol E: esta compuesta por 4 

subunidades, 250 kDa (subunidad polimerizante y actividad de 

exonucleasa 3'-5'), DPB2 (80 kDa, al parecer interviene como punto 

de control en las fases S y G2), DPB3 (23 kDa, protefna de union a 

NTPs) y un polipeptido de 29 kDa cuya funcion no se conoce hasta 

ahora. Se ha demostrado que los polipeptidos de 250 y 80 kDa son 

esenciales para la viabilidad celular y DPB3 no es esencial (Sugino 

1995). Esta enzima es sensible a afidicolina y a N-etilmaleimida, pera 

es insensible a ddTTP y a butilfenil-dGTP (So y Downey 1992). Los 

anticuerpos policlonales producidos contra la DNA pol 8 0 E: no 

presentan reaccion cruzada entre si, mientras que algunos anticuerpos 

monoclonales generados contra la DNA pol E: inhiben tambien a la 

DNA pol 8, indicando que si bien estas enzimas son estructuralmente 

distintas, comparten algunos epftopos (Lee et al.1991). 

Hay fuertes evidencias que sugieren la participacion de las DNA 

polimerasas 0 y f: en procesos reparativos tales como reparacion por 

excision de nucleotidos y reparacion p~r mal apareamiento de bases 

(Wood y Shivji 1997). 
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d. Otras DNA polimerasas 

Se han descrito otras DNA polimerasas nucleares, pero que no 

participan en procesos replicativos del DNA; entre estas se encuentra 

la DNA polimerasa ~, que es una proteina de aproximadamente 39 

kDa, implicada en procesos de reparacion, como por ejemplo 

reparacion por excision de bases (Kornberg y Baker 1992). 

Recientemente se ha reportado a la DNA pOlimerasa ~ de 

Saccharomyces cerevisiae, enzima que esta compuesta por 3 

subunidades, la REV3, tiene la actividad de DNA polimerasa y pesa 

aproximadamente 176 kDa; REV7 es una proteina de 29 kDa y le 

brinda estabilidad a REV3, ya que REV3 por si sola es muy inestable y 

REV1 que es una proteina de 116 kDa, la cual tiene una actividad de 

desoxicitidiltransferasa. 

La DNA pol ~ esta implicada en procesos de reparacion mutacional, 

es decir, si esta proteina encuentra un dimero de timidina 0 un sitio 

abasico (sin purinas 0 sin pirimidinas) incorpora dCMP en el otro lado 

de la cadena en sintesis (Wood y Shivji 1997). 

2. DNA POLlMERASAS DE PLANTAS SUPERIORES 

En celulas vegetales se han descrito varias DNA polimerasas y se han 

clasificado de acuerdo con la nomenclatura descrita para eucariotes 

(Litvak y Castroviejo 1987; Coello et al. 1992); sin embargo, su estudio 

se encuentra todavia en las fases iniciales. 
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a. DNA Polimerasa a 

A principios de los años 80s, aparecieron varios reportes en la 

literatura describiendo las propiedades de DNA polimerasas tipo a de 

plantas parcialmente purificadas (Bryant 1982; Litvak y Castroviejo 

1985) y en general se trataba de una proteína de alto peso molecular 

(entre 100 Y 200 kDa), fuertemente inhibida por N-etilmaleimida y 

sensible a afidicolina. La afidicolina actúa a través de una inhibición 

competitiva con dCTP y no competitiva con los otros nucleótidos 

(Spadari et a/.1982). De todas las DNA polimerasas descritas desde 

hace más de 15 años, solo las de chícharo, trigo y maíz han sido 

extensamente estudiadas. En el caso de la enzima purificada de 

chícharo se ha observado que su actividad aumenta en regiones 

radiculares que presentan tasas mayores de replicación del DNA 

(Bryant et a/.1981). Esta polimerasa forma parte de un complejo 

multiproteico que incluye enzimas con actividad de primasa, 

endonucleasa específica para DNA de cadena sencilla, exonucleasa, 

ribonucleasa, topoisomerasa I y actividad de unión al DNA (Bryant et 

al. 1992). 

La enzima de trigo ha sido purificada con una alta actividad específica 

y consta de 4 subunidades de pesos moleculares de 104, 79, 60 Y 25 

kDa. El peso molecular en su forma nativa se calculó en 270 kDa 

(Balmukhanov 1992). Por otro lado, el grupo de Litvak ha encontrado 

que la DNA polimerasa A de trigo comparte algunas características de 

la DNA poi a, ya que copurifica con una actividad de primasa y no se 

estimula con PCNA (Laquel et al. 1990, 1993); además, comparte 

algunas características con las polimerasas organelares, como el uso 
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del templado de polirA-oligodT (Tarrago-Litvak et al. 1975). No ha sido 

posible establecer si las proteínas purificadas de trigo por ambos 

grupos son la misma enzima. 

La DNA poi a de maíz o DNA pol2 ha sido ampliamente estudiada por 

Coello et a/.(1992, 1994, 1995a, 1995b, 1996) Y García et a/.(1997); 

esta enzima esta compuesta por polipéptidos de 90, 70, 60, 55, 45 Y 

28 kDa y su actividad polimerizante se encuentra en el polipéptido de 

90 kDa. La DNA pol2 también presenta una actividad de primasa que 

copurifica con la actividad de polimerasa; la DNA pol2 es inhibida por 

N-etilmaleimida, afidicolina y no es inhibida por ddTTP (Coello et 

a/.1992, García et a/.1997). Esta proteína tiene una procesividad de 

aproximadamente 18 nucleótidos (Coello et al. 1995b). Se han 

producido anticuerpos específicos contra la DNA pol2, los cuales no 

cruzan ni con la DNA pol1, ni con la DNA pol3 de maíz (Coello et 

al. 1994). 

Durante la germinación se ha encontrado que esta enzima incrementa 

su actividad a medida que transcurre este evento; además, se sabe 

que es una fosfoproteína la cual incrementa su estado de fosforilación 

a medida que transcurre la germinación (Coello y Vázquez-Ramos 

1995a); estos datos sugieren que al parecer la actividad de esta 

enzima es regulada a través de fosforilaciones y desfosforilaciones. 

b. DNA Polimerasa tipo 8 

El único reporte que se tiene de una DNA polimerasa tipo 8 proviene 

de estudios en embriones de trigo (Richard et a/.1991, Laquel et 

al. 1993). La DNA polimerasa B purificada por Castroviejo y 
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colaboradores en 1975 fue clasificada originalmente como una 

polimerasa tipo a con base en la especificidad del molde que utilizaba 

y el efecto de algunos inhibidores (Castroviejo et al.1975, 1979). 

Estudios adicionales demostraron que durante todo el proceso de 

purificación existía una actividad de exonucleasa 3'-5'asociada a la 

ONA polimerasa confiriéndole capacidad de edición (Richard et 

al.1991). Se ha observado que PCNA de timo de ternera incrementa 

enormemente la procesividad de esta enzima, apoyando la hipótesis 

de que esta proteína es una ONA polimerasa tipo 1) (Laquel et 

al. 1993). 

Evidencias obtenidas en este laboratorio sugieren que la ONA poi 1 de 

maíz es una enzima tipo 1) de plantas ya que es inhibida fuertemente 

por N-etilmaleimida, afidicolina y moderadamente por ddTTP; esta 

enzima ha sido parcialmente purificada (DEAE-celulosa, Heparine­

sepharosa, Sephacryl-300 y ONA-celulosa) y caracterizada (García 

Ramírez 1992). 

c. DNA Polimerasa tipo E 

No existe algún reporte donde se indique claramente la presencia de 

este tipo de DNA polimerasas en plantas. Sin embargo, se ha 

propuesto a la enzima CII, purificada de trigo, como la DNA poi E, ya 

que esta proteína se estimula enormemente por PCNA, pero que a 

diferencia de las ti picas DNA poi E, la enzima CII no presenta actividad 

de exonucleasa, presenta una procesividad baja y prefiere al DNA 

activado como molde-templado (Laquel et al. 1993). 

19 



A continuaci6n se resumen las caracterfsticas mas generales de las 

DNA polimerasas eucari6ticas que participan en la replicaci6n del 

DNA. 

TABLA 1 

CARACTERisTICAS DE LAS DNA POLlMERASAS REPLlCATIVAS 

DE EUCARIOTES 

Caracteristicas DNApol a DNA polS DNA pol £ 

Masa nativa (kDa) >250 170 256 

Peso de la subunidad 

catalitica (kDa) 165-180 125 215 

Otras subunidades (kDa) 70,50,60 48 55 

Funciones asociadas 

Act. Exonucleasa 3'-5' No Si Si 

Primasa Si No No 

Propiedades 

Respuesta a PCNA No Si Si 

Templado preferido DNA Activado PolidA-OligodT PolidA-OligodT 

Procesividad 8aja 8aja Alta 

Inhibidores 

NaCI (0.15 mM) Fuerte Fuerte Fuerte 

N-Etilmaleimida Fuerte Fuerte Fuerte 

Afidicolina Fuerte Fuerte Fuerte 

8utylphenyl dGTP 1 ~M 100 ~M 100 ~M 

Didesoxi-NTPs no Ligeramente Ligeramente 

Kornberg y Baker 1992 
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11. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES 

En nuestro grupo de investigaci6n se han reportado tres actividades 

de DNA polmerasas a partir de un extracto crudo obtenido de ejes 

embrionarios de maiz, lIamadas DNA pol1, DNA pol2 Y DNA pol3 p~r 

el orden de eluci6n en que aparecen cuando este extracto se hace 

eluir a traves de una resina de DEAE-celulosa. Gomo se mencion6 en 

la introducci6n, de estas enzimas la que mas ha sido estudiada es la 

DNA pol 2 (Goello et a/.1992; Goello y Vazquez-Ramos 1994, 1995a, 

1995b, 1996; Garcia et al. 1997) la cual es una DNA polimerasa tipo a 

de maiz, ya que presenta una actividad de primasa, es inhibida 

fuertemente p~r N-etilmaleimida, afidicolina y moderadamente por 

ddTTP. 

La DNA pol3 de maiz no ha sido muy estudiada, pero hay evidencias 

que indican que esta proteina puede ser una DNA polimerasa tipo ~, 

ya que es inhibida fuertemente por ddTTP, y no es inhibida p~r N­

ETILMALEIMIDA, ni por afidicolina (Garcia et al. 1997). 

Gomo ya se indic6 tambien en la introducci6n, la DNA pol1 de maiz ha 

sido parcialmente estudiada (Garcia Ramirez 1992; Gamacho 

Villasana 1996) y hay evidencias que la enmarcan como una DNA 

polimerasa tipo 6 de plantas ya que es inhibida p~r N-etilmalimida, 

afidicolina y ddTTP. 

En este trabajo se reporta la caracterizaci6n y los estudios de 

composici6n de la DNA pol1 de maiz utilizando modificaciones en el 

esquema de purificaci6n. 

21 



" 

1 

1 

1 

I' 

Ill. HIPOTESIS 

De acuerdo con 105 datos obtenidos hasta ahora se postula 

que la DNA polimerasa 1 de maiz es una enzima tipo 8. 

IV. OBJETIVOS 

General 

• Realizar estudios de caracterizaci6n y composicion de la DNA pol1 

de maiz. 

Particulares 

• Establecer las condiciones 6ptimas del ensayo de DNA polimerasa 

in vitro y ademas observar la respuesta de la DNA pol1 frente a 

diferentes inhibidores de la replicaci6n. 

• Determinar si contiene una actividad de exonucleasa. 

• Determinar si se modifica la actividad de la DNA pol1 de maiz frente 

a PCNA. 

• Determinar el peso molecular de la subunidad catalltica de la DNA 

pol1 de maiz. 

• Determinar el peso molecular de la holoenzima de DNA pol1 de 

maiz. 
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v. MATERIALES Y METODOS 

• A. MATERIAL BIOL6GICO 

Las semillas de maiz de varied ad Chalqueno utilizadas en este 

trabajo fueron obtenidas directamente del agricultor del Valle de 

Chalco y presentaron una viabilidad mayor del 95%. 

• B. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS Y REACTIVOS 

Soluci6n Amortiguadora de Ejes Embrionarios: 50 mM Tris-HCI pH 

7.4, 50 mM de KCI, 10 mM de MgCb, 2% de sacarosa y 10 f,tg/mL de 

c1oranfenicol. 

Soluci6n Amortiguadora para Homogenar Ejes Embrionarios: 50 mM 

Tris-HCI pH 7.4, 25 mM de KCI, 1 mM de MgCI2, 30 mM de 

KH2P04/K2HP04 , 0.25% de sacarosa, 1 mM de ~-mercaptoetanol, 1 

mM de benzamidina, 20% de glicerol y una tableta de una mezcla de 

inhibidores de proteasas por 50 mL de buffer. 

Soluciones Amortiguadoras Utilizadas para 105 Pasos 

Cromatograficos: Soluci6n Amortiguadora A: 40 mM fosfato de 

potasio pH 7.4, 1 mM de EDTA, 20% de glicerol, 1 mM de 

benzamidina, 1 mM de ~-mercaptoetanol. Soluci6n Amortiguadora B: 

Igual que la soluci6n amortiguadora A excepto que la concentraci6n de 

fosfatos es de 400 mM. Soluci6n Amortiguadora C: Igual que la 

soluci6n Amortiguadora A excepto que esta soluci6n contiene NaC\ 
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150 mM. Solución Amortiguadora D: Igual que la solución 

Amortiguadora A excepto que esta solución contiene NaCI 1500 mM. 

Solución Amortiguadora E: Igual que la solución Amortiguadora A 

excepto que esta solución contiene NaCI 50 mM. 

Solución Amortiguadora para la Activación de DNA de Alto Peso 

Molecular de Timo de Ternera: 5 mM de Tris-HCI pH 7.4, 50 f..lM de 

MgCI2, 0.5 mg/mL de BSA, 0.5 mg/mL de DNA de timo de ternera y 1 

Ilg/mL de DNAsa 1. 

Mezcla de Reacción para el Ensayo de DNA Polimerasa: 50 mM de 

Tris-HCI pH 7.4, 6 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, 5% de glicerol, 0.4 mM 

de ~-mercaptoetanol; 10 Ilg de DNA activado de timo de ternera, 1 mM 

de ATP; 0.1 mM de cada uno los nucleótidos dGTP, dCTP, dATP; 5 

IlCi/mL de eH) dTTP. 

Líquido de Centelleo: 0.1 g de 2,2' -p-fenilen-bis{5-feniloxazol} 

(POPOP), 5 g de 2,5-difeniloxazol (PPO) y tolueno c.b.p. 1 litro . 

• C. MÉTODOS 

Preparación de Protamina: Se preparó una solución de protamina al 

10%, disolviendo 10 g de protamina en 10 mL de agua destilada, se le 

adicionó suficiente HCI 6 N hasta obtener un pH de 7.8, se aforó con 

agua destilada a 100 mL. 
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1. PREPARACI6N DE RESINAS 

Dietilaminoetil-celulosa (OEAE-Celulosa) Sigma Co. 

Se coloco 1 9 de DEAE-Celulosa en 75 mL de HCI 0.5 N agitando 

suavemente durante 45 minutos a intervalos de 15 minutos. La resina 

se colecto por filtracion al vacio lavandola con agua desionizada hasta 

"egar a pH 4.0 (sin permitir que la resina se seque). Posteriormente se 

agrego a la resina 75 mL de KOH 0.5 N, se agit6 suavemente durante 

45 minutos a intervalos de 15 minutos y se lav6 con agua desionizada 

hasta lIegar a pH 8.0, se resuspendi6 en 80 mL de KCI 50 mM. Se 

agito suavemente durante una hora, a intervalos de 15 minutos. Se 

retitul6 a pH 7.2 Y se decanto eliminando los finos y materia 

particulada. La resina se resuspendi6 en soluci6n amortiguadora A y 

se equilibr6 con 10 volumenes de la misma. 

Heparine-Hi-Trap (Pharmacia Bio Tech) 

Esta resina se suministr6 ya empacada por el proveedor y 5610 se 

equilibro con 10 volumenes de soluci6n amortiguadora C. 

Superdex 200 (Pharmacia Bio Tech) 

Esta resina se suministro ya empacada par el proveedor y s610 se 

equilibro con 3 volumenes de cama de solucion amortiguadora E. 

Mono Q HR 5/5 (Pharmacia Bio Tech) 

La resina se suministr6 empacada por el fabricante y s610 se equilibr6 

con 10 volOmenes de soluci6n amortiguadora C. 
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• 2. IMBIBICiÓN DE LOS EJES EMBRIONARIOS 

Ejes embrionarios se obtuvieron por disección manual de semillas de 

maíz variedad Chalqueño con más de un 95% de germinación y se 

almacenaron a 4°C hasta su utilización. Para la imbibición de los ejes 

embrionarios (aproximadamente 15 g), estos se lavaron una vez con 

hipoclorito de sodio al 0.5% y cuatro veces con agua destilada estéril. 

El exceso de agua se eliminó secando los ejes con papel Whatman W 

1 estéril y luego se pusieron entre dos papeles Whatman W 1 

humedecidos con solución de imbibición (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 

mM de KCI, 10 mM de MgCb, 2% de sacarosa y 10 Ilg/mL de 

cloranfenicol) y se incubaron en una estufa a 25°C por 24 horas 

(Coello et al. 1992). 

• 3. OBTENCiÓN DEL EXTRACTO CRUDO 

Todos los procesos se realizaron a 4°C, a menos que se indique de 

otra manera. Después de 24 horas de imbibición los ejes embrionarios 

se homogeneizaron en un buffer que contenía 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 

25 mM de KCI, 1 mM de MgCI2, 30 mM de KH2PO.JK2HP04, 0.25% de 

sacarosa, 1 mM de j3-mercaptoetanol, 1 mM de benzamidina, 20% de 

glicerol y una tableta de una mezcla de inhibidores de proteasas 

(Complete de Boehringer Mannheim) por 50 mL de buffer. Los ejes 

embrionarios se homogeneizaron 3 veces en un politrón PCU-2 a la 

velocidad máxima por 20 segundos cada vez. El homogenado se 

centrifugó a 7000 x g por 15 minutos y la pastilla se homogeneizó 

nuevamente, y el sobrenadante resultante se mezcló con el primer 
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sobrenadante obtenido y esta mezcla se centrifuge a 10.000 x 9 par 15 

min. El sobrenadante que se obtuvo, se centrifuge a 100.000 x 9 par 2 

1/2 horas. 

Los acidos nucleicos se precipitaron con la adicien de protamina al 

10% a una concentracien final de 10 Ilg/rnL, agitandose en un bano de 

hielo par 30 minutos; la solucien se centrifuge par 15 minutos a 10.000 

x 9 y el sobrenadante se filtre en una membrana de 0.22 mll de 

tamano de poro (fraccion I) . 

• 4. PURIFICACION DE LAS DNA POLlMERASAS 

Las enzimas se purificaron mediante la tecnica de FPLC (Fast 

Performance Liquid Chromatography) de Pharmacia. Para esto, el 

extracto crudo obtenido (fraccion I) se cargo a una columna empacada 

con el intercambiador anionico, DEAE-celulosa, de aproximadamente 

30 mL de volumen de cama, la cual se equilibro con solucion 

amortiguadora A, y el gradiente se aplico utilizando solucion 

amortiguadora B y con esta estrategia las proteinas que se unen a la 

matriz son eluidas aplicando un gradiente de fosfato que va de 40 a 

400 mM; en esta columna se resuelven tres picas de actividad, el 

primer pico 0 DNA pol1 sale en el lavado (40 mM de tostatos), el 

segundo pico de actividad 0 DNA pol2 eluyo a una concentracion de 

120 mM de fosfatos, y el tercer pica de actividad (DNA pol3) eluyo a 

220 mM de fosfatos. Las fracciones con actividad de DNA pol1 se 

mezclaron y se cargaron a una columna empacada con una resina de 

afinidad, Heparine-Hi-Trap (1 mL de volumen de cama), a la cual se le 

aplico un gradiente de NaCI de 150 a 1500 mM. Para esto se utilizaron 
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la soluci6n amortiguadora C y la soluci6n amortiguadora D. La DNA 

pol1 eluy6 de esta columna con una concentraci6n de 680-700 mM de 

NaCI. Las fracciones con actividad enzimatica se agruparon y se 

concentraron en tubos Gentric6n de corte molecular de 100 kDa para 

disminuir la alta concentraci6n de NaCI a la que eluye la enzima de la 

columna de Heparin Hi-Trap y de paso eliminar proteinas de bajo peso 

molecular. Las fracciones con actividad de DNA pol1 se mezclaron y 

se cargaron en una columna empacada con una resina de exclusion 

molecular Superdex-200, para realizar esta cromatografia se utilizo la 

soluci6n amortiguadora E; Las fracciones con actividad despues del 

paso p~r Superdex-200 se agruparon y se cargaron a una resina de 

intercambio anionico, Mono Q; que al igual que en la columna de 

Heparine Hi-Trap, se le aplic6 un gradiente de 150-1500 mM de NaGI 

y para ello se utilizaron las soluciones amortiguadoras G y D (antes 

mencionados). En esta resina la actividad de DNA pol1 eluy6 con una 

concentracion de 680 mM de NaGI; por ultimo, las fracciones con 

actividad de DNA pol1 se concentraron en tubos Centricon 100 para 

disminuir la alta concentracion de NaCI a la que eluye la enzima y 

eliminar productos de proteolisis menores a 100 kDa. 

• 5. ENSAYO DE DNA POLlMERASA 

Esta reaccion se lievo a cabo en un volumen final de 100 j.tl con un 

amortiguador que contienia 50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 6 mM de KGI, 8 

mM de MgCI2, 5% de glicerol, 0.4 mM de p-mercaptoetanol; 10 Ilg de 

DNA activado de tim~ de ternera, 1 mM de ATP; 0.1 mM de cada uno 

los nucle6tidos dGTP, dCTP, dATP; 5 ~lCilmL de (3H) dTTP y 20 j.tg de 
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proteina total de la fraccion con actividad. Esta mezcla se incubo 30 

minutos a 37°C, luego se detuvo la reaccion con TCA al 10% Y 100 ).lL 

de DNA de esperma de salmon (20 ).lg/mL), se incubo en hielo por 30 

minutos y la muestra se filtro al vacio usando filtros de fibra de vidrio 

Whatman GF/C, los cuales se lavaron con 5 mL de TCA al 10% y 5 mL 

de etanol al 96%. Los filtros se secaron en una estufa a 70°C durante 

15 minutos y la radiactividad insoluble en el acido es medida 

colocando los filtros en frascos viales que contenian liquido de 

centelleo, usando un contador de centelleo Beckman LS60001C. El 

DNA activado se prepara disolviendo el DNA en un buffer que contiene 

5 mM de Tris-HCI pH 7.4, 50 ).lM de MgCI2, 0.5 mg/mL de BSA, 0.5 

mg/mL de DNA de timo de ternera y 1 mg/mL de DNAsa 1, se incuba 

15 minutos a 37°C, se calienta 5 minutos a 77°C y se pasa 

rapidamente a un bano de hielo (Vazquez y Vazquez-Ramos 1987). 

Para establecer las condiciones optimas de reaccion se vario un 

parametro a la vez. 

Una unidad de actividad enzimatica es igual a un picomol (pmol) de 

dTMP incorporado al DNA (cpm insoluble en TCA= 23209) durante 30 

minutos a 37°C . 

• 6. CARACTERIZACI6N DE LA DNA POLlMERASA 1 

La actividad de la DNA pol1 de maiz se ensayo con la proteina 

obtenida en el ultimo paso de purificacion y cambiando las condiciones 

descritas a continuacion: 
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NaCI.- Se probaron Las siguientes concentraciones de NaCI 0, 25, 50, 

100, 150 Y 200 mM. 

KCI.- Se analizaron las siguientes concentraciones de KCI 0, 6, 12, 20 

Y 50 mM. 

MgCI2.- Las concentraciones de MgCI2 que se probaron fueron 0, 2, 5, 

8,12 Y 20 mM. 

MnCI2.- Las concentraciones de MnCI2 que se probaron fueron 0, 0.1, 

0.5, 1, 2, 4 Y 8 mM . 

• 7. EFECTO DE INHIBIDORES 

N-ETILMALEIMIDA (N-ETILMALEIMIDA): Se preparo a una 

concentracion final de 500 mM disuelta en dimetil sulfoxido (DMSO); 

las concentraciones que se probaron fueron 0, 0.25, 1, 2.5, 10 Y 100 

mM. 

AFIDICOLlNA (Afi): Se preparo una solucion estandar de 1.47 mM 

disuelta en DMSO. Las concentraciones de afidicolina que se probaron 

fueron 147,14.7 Y 1.47 IlM. 

DIDESOXITIMIDINA TRIFOSFATO (ddTTP): Se preparo una solucion 

a una concentracion final de 3.12 mM disuelta en agua, y se probaron 

concentraciones de 312,31.2 Y 3.12 flM. 
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Para el caso de N-ETILMALEIMIDA y afidicolina se incluyeron 

controles con DMSO al 2 y al 5% de concentraci6n final. 

La concentraci6n proteica de cada fraccion se determin6 usando el 

metodo de Bradford (1976), construyendo una curva estandar de 

albumina serica bovina (BSA) a concentraciones conocidas: Las 

muestras se leyeron a 590 nm, tomando como referencia que una 

unidad de absorbancia es igual a 1 mg de proteina (Bradford 1976). 

• 8. GEL DESNATURALlZANTE 

Se realiz6 de acuerdo a Laemmli (1970) con un gel apilador que 

contenia 3-4% de acrilamida, 150 mM de Tris-HCI pH 6.8, 0.12% de 

SDS, 0.01% de TEMED y 0.1% de persulfato de amonio y un gel 

separador que contiene 10% de acrilamida, 375 mM de Tris-HCI pH 

8.8, 0.1 % de SDS, 0.01 % de TEMED, 0.1 % de persulfato de amonio. 

Los marcadores de peso molecular (en kDa) fueron miosina (cadena 

H) 200, fosforilasa b 97.4, albumina serica bovina 68, ovalbumina 43, 

anhidrasa carb6nica 29, ~-galactoglobulina 18.4 y lisozima 14.3; estos 

geles se tifieron con reactivo de Bradford (0.25 9 de azul de 

Coomasie, 25.9 mL de HCI04 al 70% (0.6 N) Y aforar a 500 mL con 

H20) . 

• 9. GEL NATIVO 

Este gel se realiz6 de acuerdo a Laemmli (1970) con un gel apilador 

del 3-4% de acrilamida, 150 mM de Tris-HCI pH 6.8, 0.01% de TEMED 
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y 0.1 % de persulfato de amonio y un gel separador que contenia 5.5% 

de acrilamida, 187.5 mM de Tris-HCI pH 8.8, 20% de glicerol, 10% de 

etilenglicol, 0.01 % de TEMED, 0.1 % de persulfato de amonio; los 

marcadores de peso molecular (en kDa) fueron tiroglobulina 669, 

ferritina 450, catalasa 232, lactato deshidrogenasa 140, albumina 

serica bovina 68; estos geles se tinen con reactivo de Bradford . 

• 10. GEL DE ISOELECTROENFOQUE 

Este gel se realiz6 de acuerdo a Maurides et al. (1989) con un gel al 

5.5% de poliacrilamida, 1.8 mM de urea y 6.7% v/v de anfolinas de 

SIGMA pH 9-5; alas muestras problema se les adiciono urea 4 M Y 

3% de anfolinas. Cuando las muestras se cargaron a los pozos se les 

anadi6 15 f.ll de urea 2 M, Y se termino de cubrir el pozo con NaOH 30 

mM, misma soluci6n que cubrio la parte superior del aparato (catodo), 

dejando al H2S04 0.1 M en la base del mismo (anodo), para establecer 

el gradiente de pH. El gel se someti6 a diferentes voltajes, iniciando la 

corrida con 50V durante 15 minutos, se continu6 a 100V por 25 

minutos seguido de otros cam bios de voltaje a 200, 300, 400, 500 Y 

600V dejando 25 minutos entre un cambio y otro, despues se bajo la 

intensidad hasta 250V en la que se mantuvo durante 18 horas, 

finalmente a 600V durante 30 minutos. Considerando el voltaje al que 

se someti6 el gel, este debe ser 10 mas delgado posible (0.5 mm) para 

reducir la resistencia y as! evitar el sobre calentamiento; el gel se tiM 

con reactivo de Bradford. 
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• 11. GEL DE DOBLE CORRIDA 

Este gel se realiz6, primero resolviendo las muestras en un gel de 

isoelectroenfoque como se mencion6 arriba. Despues se cort6 la parte 

superior del gel (1 a 2 milimetros a partir del fondo del pozo) para 

ensamblarse en un gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (descrito anteriormente); este segundo gel se corri6 

a 30V hasta que se sali6 el colorante; despues se colore6 con reactivo 

de Bradford . 

• 12. GEL DE ACTIVIDAD DESNATURALlZANTE 

Este gel se realiz6 de acuerdo a Spanos et al. (1981). Con un gel 

apilador del 3-4% y un gel separador al 10% de poliacrilamida al cual 

se le adiciona 125 f.lgfmL de DNA activado de tim~ de ternera mas 

EDTA 2 mM pero con las modificaciones de Karawya et al. (1983). 

Estas modificaciones consisten en adicionar suero fetal de ternera 

(desnaturalizado a 100°C por 4 horas) alas muestras que se van a 

resolver, ya que la subunidad catalitica de muchas DNA polimerasas 

es muy labil y para poder mantener la actividad de estos polipeptidos 

en este tipo de geles se requieren protefnas acompanantes que 

ayuden a su renaturalizaci6n y actividad (Karawya et al. 1983). 

• 13. GEL DE ACTIVIDAD NATIVO 

De acuerdo a Spanos et a/.(1981), se hizo con un gel apilador del 3-

4% y un gel separador al 5.5% de poliacrilamida pero sin SDS y 

33 



I. 

I 

ademas con 125 I-lg/mL de DNA activado de timo de ternera mas 

EDTA 2 mM, pero con las modificaciones de Karawya et a/. 1983. 

• 14. GEL DE ACTIVIDAD POR ISOELECTROENFOQUE 

Se realizo de la misma forma que el gel de isoelectroenfoque, 

poliacrilamida 5.5%, 1.8 mM de urea y 6.7% de anfolinas con un rango 

de pH de 9-5 y adicionandole 125 Ilg/mL de DNA activado al gel, con 

las modificaciones de Karawya et al. (1983). 

• 15. GEL DE ACTIVIDAD DE DOBLE CORRIDA 

Este gel se realizo de la misma forma que el gel de doble corrida, 

adicionandole al gel de SDS-poliacrilamida aI10%, 125 I-lg/mL de DNA 

activado de timo de ternera, con las modificaciones de Karawya et al. 

(1983). 

• 16. WESTERN BLOT 

Las proteinas fueron fraccionadas en un gel de SDS-poliacrilamida al 

10%, para despues transferirse en una membrana de nitrocelulosa 

(Maniatis et al. 1989). La membrana se lavo dos veces con TBS (50 

mM de Tris-HCI pH 7.4, 0.150 mM de NaCI) y a continuacion se 

bloqueo con TBS mas leche semidescremada al 5% y 0.6% de Tween 

20 por 2 horas a 37°C. La membrana se incub6 con el primer 

anticuerpo en solucion de bloqueo (anticuerpo de conejo contra la 
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DNA pol2 holoenzima de maiz; Coello et al. 1994) toda la noche a 4°C 

y se lavo dos veces con TBS y una vez con TBS y NaCI 0.5 M. 

Finalmente, la membrana se puso en agitacion con el segundo 

anticuerpo que es IgG de cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa 

alcalina en solucion, par 1 hora a temperatura ambiente. la serial se 

visualizo utilizando el sistema de quimioluminiscencia (ECl Amersham 

Ud) . 

• 17. ENSAYO CON PCNA 

Este ensayo es identico al ensayo de DNA pOlimerasa excepto que se 

probaron diferentes concentraciones de ATP (3 Y 5 mM) y PCNA de 

maiz (1, 3 Y 5 r..tg) (Herrera y Silnchez, datos sin publicar), cambiando 

un pan3metro a la vez y combinando las condiciones entre si. la 

reaccion se lIevo a cabo en un volumen final de 100r..tl que contenia 

50mM de Tris-HCI pH 7.4, 6 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, 5% de 

glicerol, 0.4 mM de p-mercaptoetanol; 5 r..tg de polid~ooo-50oooligodT12_ 

18, 5 r..tCi de (H3
) dTTP Y 10 mg de fraccion proteica. 

• 18. ENSA YOS DE NUClEASA 

Se utilizo un molde de polid~ooO-5000 apareado con oligodT12_18 a una 

relacion molar de 1: 1 molde-cebador, se sintetiz6 la cadena 

complementaria utilizando un exceso de (H3
) dTTP (1 mCi/ml), y DNA 

pol1 de maiz: las condiciones de reaccion fueron Tris-HCI 50 mM pH 

7.4, 6 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, 5% de glicerol, 0.4 mM de p-
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mercaptoetanol. Esta mezcla se dej6 incubando toda la noche a 37°C 

y se hizo una extraccion con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico, como 

se describi6 anteriormente, hasta obtener la pastilla de poli dA­

polidTeH), que se resuspendi6 en un volumen determinado para 

obtener 10 000 cpm por ensayo. 

En un volumen final de 100JlL de mezcla de reacci6n que contenfa 50 

mM Tris-HCI pH 7.4, 0.4 mM de ~-mercaptoetanol, 5% de glicerol, 1.5 

mM de CaCh y 10 Jlg de fraccion con actividad de DNA pol1, esta 

mezcla se incubo p~r 30 minutos a 37°C, la reacci6n se detuvo 

adicionando 5mL de TCA al 10% frio y 2 Jlg de DNA de esperma de 

salm6n, se incub6 en hielo p~r 30 minutos, la muestra se filtr6 al vacio 

usando filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C, los cuales se lavaron 

con 5mL de TCA al 10% y 5mL de etanol al 96%, estos filtros se 

secaron en una estufa a 70°C durante 15 minutos, la radiactividad 

insoluble en el acido se midio colocando los filtros en frascos viales 

que contenian liquido de centelleo, como se describi6 anteriormente. 

Las condiciones 6ptimas se establecieron variando un parametro a la 

vez. 

Ya que los ensayos de nucleasa sugerian la presencia de una 

actividad de exonucleasa en las fracciones con actividad de DNA pol1 

de maiz, era necesario confirmar nuevamente su presencia, y la 

direccion de esta actividad de exonucleasa; para esto se realizaron 

geles de exonucleasa, usando como molde un oligonucleotido de 30 

bases (DNA de cadena sencilla) marcado en el extremo S"con (p32)_y_ 

ATP por la enzima polinucleotido cinasa (GIBCO) del bacteriofago T4 

como 10 recomienda el fabricante. 
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Este oligonucleotido fue sintetizado por nuestro laboratorio, y la 

secuencia es 5' -ACGTT AAAGGGAA TTTCCCGGGGAAAACAA-3'. 

Hubo problemas para obtener este oligonucle6tido de tamaiio 

homogemeo por tal motive se uso de esta forma . 

• GElES PARA DETERMINAR ACTIVIDAD DE EXDNUClEASA 

Estos ensayos se realizaron en un volumen final de 50 III que 

eontenian 50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 0.4 mM de ~-mereaptoetanol, 

5% de glieerol, 1.5 mM de CaCI2. y 50 ng de un oligo de DNA (30 b) de 

cadena sencilla marcado en el extremo 5'con (p32
) y-ATP con la 

enzima T4 polinucleotido cinasa (GIBCD). la reaccion se inicio 

adicionando 7 Ilg de la fraccion protei ea con DNA pol1, incubandose a 

37DC por 30 minutos y se detuvo calentando la mezcla a 70DC por 5 

minutos. Se resuspendieron aproximadamente 200,000 cpm del 

ensayo (3 Ill) en formamida al 95%, azul de bromofenol 0.25%, Xilen 

cianol 0.25% y la muestra se separo en un gel de poliacrilamida al 

14%, urea 7 M y 5 ml de buffer tolerante de glicerol 1x (Pisa­

Williamson y Fuller 1992). Los marcadores de tamaiio molecular que 

se usaron fueron 13 b, y de 12 a 18 b marcados con T4 polinucleotido 

cinasa (GIBCD) y (p32)_y_ATP como 10 recomiendan los fabricantes. la 

electroforesis se detuvo euando el primer colorante migro 2/3 del gel; 

el gel se separo de los vidrios, se fijo a un papel Whatman, se seeD y 

se expuso a una placa de rayos X (Coello y Vazquez-Ramos 1995b; 

laquel et al. 1993). 
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VI. RESUL TADOS 

Los estudios sobre la actividad de la DNA pol1 de maiz se realizaron 

utilizando una proteina parcialmente purificada mediante el 

procedimiento cromatogratico reportado previamente (Garcia et al. 

1997), con ligeras modificaciones, las cuales consistieron en 

concentrar en tubos Centicon 100 las fracciones con actividad de DNA 

pol1 cuando eluian de la columna de Heparine-Hi-Trap y 

posteriormente cuando eluyeron de la columna de Mono Q, 

reduciendo la fuerza ionica a la que sale la fraccion de DNA pol1 de 

estas column as. 
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A. ESQUEMA DE PURIFICACION 

EJES EMBRIONARIOS DE MAiz IMBIBIDOS POR 24 HORAS 

~ 
HOMOGENEIZACION 

CENTRIFUGAtON A 12 500 x 9 -~~ PASTILLA 

RE-EXTRACCION Y CENTRIFUGACION 

SOBRENADANTE, CENTRIFUGACION 2.5 HORAS A 100 000 x 9 

~ ~ PASTILLA 

SOBRENADANTE, PRECIPITAR CON 

PROTAMINAAL 10%, 30 MINUTOS 

SOBRENADANTE 

(Extracto Crudo) 

+ DEAE-Celulosa I Pasos Cromatograficos 

HEPARINt Hi-Trap 

CENTRJON 100 

SUPER~EX 200 

+ MONO Q HR 5/5 

+ CENTRICON 100 
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La primera resina cromatográfica utilizada fue de intercambio aniónico, 

DEAE-celulosa. En este primer paso de purificación se resolvieron 

claramente tres picos con actividad de DNA polimerasa. Estos picos 

se nombraron de acuerdo al orden de elución de la manera siguiente: 

DNA pol1, DNA pol2 y DNA pol3 (Coello et al. 1992). 

Como se observa en la figura 3 el primer pico de actividad eluye al 

lavar la columna, con buffer de fosfatos de 40 mM; el segundo pico 

eluye a una concentración de fosfatos aproximadamente de 100 mM y 

el tercer pico a una concentración de alrededor de 200 mM. Lo anterior 

sugiere indirectamente que la DNA pol1 (holoenzima) tiene una carga 

eléctrica parcial positiva y que existe una carga parcial negativa en las 

DNA pol2 y 3. La elección de esta resina como primer paso 

cromatográfico fue debida a la alta resolución de los picos de actividad 

(Coello et al. 1992). 

Las fracciones con actividad de DNA pol1 se agruparon y se cargaron 

a una columna de afinidad, Heparine Hi-Trap. La heparina es un 

glucosaminoglucano altamente sulfatado que imita a la estructura 

polianiónica del DNA. En esta cromatografía, la proteína cargada se 
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PERFIL DE ELUCIGN DE TRES ACTIVIDADES DE DNA 
POLlMERASAS DE MAiz A TRAVES DE UNA RESINA DE 
DEAE-CELULOSA 

La fracci6n I (50mL) fue aplicada a una columna de DEAE-Celulosa 

(2.5 x 15 cm), previamente equilibrada con soluci6n amortiguadora A. 

Se aplic6 una gradiente linear de 40 a 400 mM de fosfatos a un flujo 
de 15 mLlhr. 
DNA pol: DNA polimerasa 
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eluy6 aplicando un gradiente de NaCI desde 150 mM hasta 1.5 M; la 

DNA pol1 eluy6 a 650 mM como se observa en la figura 4. 

Con el objeto de concentrar la enzima y reducir la elevada fuerza 

ionica a la que eluye, las fracciones con actividad catalftica se 

colectaron y se concentraron en tubos Centric6n con capacidad de 

carte molecular de 100 kDa. La proteina concentrada se carg6 a una 

resina de exclusi6n molecular, Superdex 200, la que separa proteinas 

de 10 a 600 kDa. Como se observa en la figura 5, la DNA pol1 de maiz 

eluyo en fracciones correspondientes a un tamaiio aproximado de 450 

kDa. Utilizando NaCI 50 mM como amortiguador eluyente. 

Nuevamente, las fracciones con actividad de DNA pol1 se mezclaron y 

se cargaron a una columna cromatografica de intercambio ani6nico 

fuerte, Mono Q. Coma se observa en la figura 6, en esta cromatografia 

la actividad de polimerasa eluy6 a una concentraci6n de NaCI de 680 

mM. 

Par ultimo, las fracciones con actividad enzimatica se concentraron en 
-, 

tubas Centric6n de corte molecular de 100 kDa, para realizar los 

ensayos de actividad. De esta forma la DNA pol1 de maiz qued6 

purificada mas de 5000 veces (tabla 2). 
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PERFIL DE ELUCION DE LA DNA pol1 DE MAiz A TRAVES 
DE UNA RESINA DE HEPARINE Hi-Trap 

La fracci6n 2 (20 mL) fue aplicada a una columna de Heparine Hi­

Trap(1.5 x 5 cm), previamente equilibrada con soluci6n 

amortiguadora C. Se aplic6 un gradiente linear de 150 a 1500 mM 

de NaCI a un flujo de 10 mLlhr. 
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PERFIL DE ELUCION DE LA DNA pol1 DE MAiz A TRAVES 
DE UNA RESINA DE SUPERDEX 200 

La fracci6n 3 (concentrada en tubos Centric6n 100) fue aplicada a una 

columna de Superdex 200 (1.6 x 60 cm) previamente equilibrada con 

soluci6n amortiguadora E. Las proteinas aplicadas fueron eluidas con 

tres volumenes de soluci6n amortiguadora E a un flujo de 45 mLlhr. 

Loa marcadores de peso molecular utilizados fueron: Azul de dextran 

2000 kDa; tiroglobulina 669 kDa; ferritina 450 kOa; catalasa 240 kOa; 

aldolasa 158 kOa y albumina 68 kOa. 
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PERFIL DE ELUCION DE LA DNA pol1 DE MAiz A TRAVES 
DE UNA RESINA DE MONO Q 

La fracci6n 4 (28 mL) fue aplicada a una columna de Mono Q 

(0.5 x 5 cm), previamente equilibrada con soluci6n amortiguadora 

C. Se aplic6 un gradiente linear de 150 a 1500 mM de NaCI a un 

flujo de 30 mLlhr. 
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TABLA 2 

Cuadro de Purificaci6n 

MUESTRA ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD VECES DE 

TOTAL (unidades) TOTAL (mg) ESPEC[FICA PURIFICACI6N 

(U/mg) 

Extracto Crudo 88.97 1134 0.08 ------

DEAE-Celulosa 211.16 99 2.13 26.6 

Heparine Hi-Trap 160 0.9 172 2150 

Centricon 100 158 0.875 180.57 2257 

Superdex 200 84.1 0.4 210 2628 

MonoQ 59.56 0.15 397 4963 

Centricon 100 59.5 0.148 402 5025 
.. 

Una umdad de actlvldad enzlmatlca es Igual a un plcomol(pmol) de dTMP Incorporado al DNA 

durante 30 minutos a 37°C. 

Se intentaron otros pasos cromatograficos tales como DNA-Celulosa, 

Heparine Hi-Trap, Phenyl-Sepharose, para obtener mas pura a la 

enzima pero no se tuvo exito ya que se pierde la actividad de la DNA 

pol1. Lo anterior pudo deberse a la poca cantidad de proteina que se 

obtiene despues del paso por la columna de mono Q. 

B. CARACTERIZACION PARCIAL DE LA DNA pol1 DE MAiz 

Con el fin caracterizar la actividad catalitica de la DNA pol1 de maiz y 

comparar esta con las actividades de las DNA pol2 y 3 de maiz, se 

realizaron ensayos para determinar 105 requerimientos de diferentes 

cationes (Mg++, Mn++, K+), aSI como para conocer 105 efectos de la 

fuerza i6nica (NaCI) y de diferentes inhibidores (N-etilmaleimida, 

afidicolina, ddTTP) sobre la actividad de esta enzima. 
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La ulterior caracterizaci6n de la DNA pol1 de mafz incluy6 la 

determinaci6n de actividades de nucleasa y el efecto de PCNA, sobre 

la actividad sintetica de la DNA pol1. 

• Efecto de Diferentes Cationes 

Para determinar las condiciones 6ptimas de actividad de la DNA 

polimerasa 1 de mafz, se probaron diferentes concentraciones de 

MgCb, MnCb y KCf, variando un parametro a la vez. El 100% de 

actividad se tome como la concentracion 0 para KCI y NaCI, pero para 

MgCI2 y MnCI2 se tomo como fa concentraci6n a la que fa DNA pol1 

present6 mayor actividad. Todos los ensayos se reafizaron al menos 

por triplicado. A continuaci6n se muestra el pertil de actividad de la 

DNA pol1 de mafz bajo diferentes candicianes: 

TABLA 3 

a. Respuesta a KCI 

KCI (mM) DNA pol1 

(% de actividad) 

0 100 

6 103.2 

12 90.6 

20 86.2 

50 73.6 

100 32.3 

Como se observa en la tabfa 3, la DNA pol1 no requiere KCI para 

catalizar la reaccion, ademas a concentraciones hasta 6 mM no tienen 

efecto alguno sabre la actividad de la DNA pol1 sin embargo a 
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concentraciones de 12 mM de KCI y mayores se obtuvo un efecto 

inhibitorio. La DNA pol2 al igual que la DNA pol1 de mafz y no requiere 

KCI para su actividad, pero se estimula a concentraciones de 100 mM 

(Coello y Vazquez-Ramos 1995b). 

TABLA4 

b. Respuesta a MgCh 

MgCl2 (mM) DNA pol1 

(% de actividad) 

0 0 

2 74.4 

5 100 

8 93 

12 77.7 

20 83.2 

Los resultados mostrados en la tabla 4 nos indican que el Mg+2 es 

esencial para la actividad de la DNA pol1 y que la actividad maxima se 

alcanzan entre 5 y 8 mM de MgCb; a concentraciones mayores la 

actividad disminuyo ligeramente. La DNA pol2 al igual que la DNA 

pol1, requiere Mg+2 para lIevar a cabo su actividad polimerizante, pero 

la concentracion optima para su actividad se encuentra alrededor de 

12 mM (Coello y Vazquez-Ramos 1995b). 
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TABLA 5 

c. Respuesta a MnCI2 

MnCI2 (mM) DNA pol1 

(% de actividad) 

0 0 

0.5 65.4 

1 69.3 

2 89.3 

4 100 

8 62.3 

La DNA po1 requiere para su actividad polimerizante de un cation 

divalente, y Mg+2 puede ser sustituido por Mn+2 como se muestra en la 

tabla 5. La concentracion optima de estimulacion de la actividad de la 

DNA pol1 para Mn+2 fue alrededor de 4 mM; a concentraciones 

mayores la actividad decrecio. La DNA pol2 de maiz reqUlere 

concentraciones de Mn+2 similares a la DNA pol1 (entre 1-4 mM, 

Coelio y Vazquez-Ramos 1995b) . 

• B1. Respuesta a NaCI y a Inhibidores de la Slntesis de DNA 

Se hizo una comparacion de la DNA pol1 con las otras DNA 

pOlimerasas de maiz hasta ahora reportadas en cuanto a su respuesta 

a diferentes concentraciones de NaCI y a inhibidores de la sintesis de 

DNA tales como N-etilmaleimida, afidicolina y didesoxitimidina 

trifosfato (ddTTP). El pertil de actividad que se muestra a continuacion 

de las DNA pol1 y 2 (purificadas por DEAE-Celulosa, Heparine-Hi­

Trap, tubo Centricon 100, Superdex 200, Mono Q y tubo Centricon 

100) Y DNA pol3 de malz (purificada por DEAE-Celulosa, Heparine Hi-
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Trap y tubo Centricon 10) fue realizado a partir de un mismo extracto 

crudo. Todos los ensayos se realizaron al menos por triplicado. A 

continuaci6n se muestra el perfil de actividad a diferentes 

concentraciones de: 

TABLA 6 

a. Efecto de NaCI sobre la actividad de las DNA pol1, 2 y 3 de maiz 

NaCI (mM) DNA pol1 DNApol2 DNApol3 

(% de actividad) (% de actividad) (% de actividad) 

0 100 100 100 

25 139 74 81.4 

50 139.7 49.3 61.4 

100 144.6 45.6 41.3 

150 57.2 41.7 35.7 

200 52.9 23.42 23.2 

Los resultados mostrados en la tabla 6 indicaron que existe una 

respuesta diferencial entre las DNA pol1, 2 Y 3 ya que mientras a 

concentraciones de hasta 100 mM NaCI estimul6 a la DNA pol1, la 

presencia de NaCI inhibe notablemente la actividad de las DNA pol2 y 

3. 
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TABLA 7 

b. Efecto de N-etilmaleimida sobre la actividad de las DNA pol1, 2 

y 3 de maiz 

N-etilmaleimida (mM) DNA pol1 DNA pol2 DNApol3 

(% de actividad) (% de actividad) (% de aclividad) 

0 100 100 100 

1 15.8 26.8 93.1 

10 0 5.22 82.6 

100 0 0 75.4 

DMSOaI5% 93 90.1 116.7 

TABLA 8 

c. Efecto de Afidicolina (Afi) sobre la actividad de las DNA pol1, 2 

y 3 de maiz 

Afi (IlM) DNA pol1 DNApol2 DNA pol3 

(% de aclividad) (% de aclividad) (% de aclividad) 

0 100 100 100 

1.47 94 93 100.8 

14.7 81 73 93 

147 48 38 102.4 

DMSOaI5% 93 90 142.3 

Mientras que N-etilmaleimida inhibi6 tDtalmente a la DNA pol1 a 

concentraciones de 10 mM y a la DNA pol2 a 100 mM; una 

concentraci6n tan baja como 1 mM redujo la actividad de ambas 

polimerasas por debajo de 27% (tabla 7). La DNA pol3 fue altamente 

resistente a N-etilmaleimida ya que a 100 mM la actividad de la DNA 

pol3 fue de 75%. Es de notarse aquf que el compuesto usado para 

disolver a N-etilmaleimida, el DMSO, caus6 una inhibici6n de un 10% 

de la actividad de las DNA pol1 y 2, no asi la de la DNA pol3. 
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La afidicolina es un inhibidor especifico de las DNA polimerasas 

replicativas en eucariotes diferentes a plantas e inhibi6 hasta un 52% a 

la DNA pol1 y hasta en un 62% a la DNA pol2, mientras que la DNA 

pol3 fue insensible a la afidicolina a todas las concentraciones usadas 

(tabla 8). 

TABLA 9 

d. Efecto de didesoxitimidina trifosfato (ddTTP) sobre la actividad 

de las DNA pol1, 2 y 3 de maiz 

ddITP(nM) DNA poll DNApol2 DNApol3 

(% de actividad) (% de actividad) (% de actividad) 

0 100 100 100 

3.12 83.8 88 45.3 

31.2 97.2 79.5 37 

312 91.1 80.1 28.3 

3120 51.2 75.4 10 

El ddTTP es un inhibidor de DNA polimerasas tipo ~ 0 reparativas 

(Kornberg y Baker 1992). La tabla 9 nos muestra que el ddTTP inhibi6 

solo parcialmente y a altas concentraciones a las DNA pol1 y 2, 

mientras que la DNA pol3 fue altamente sensible al inhibidor aun a 

bajas concentraciones. 
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Los resultados de la caracterizaci6n se resumen en la tabla 10: 

TABLA 10 

Resumen de la Caracterizaci6n de las 3 DNA Polimerasas de Maiz 

DNA pol1 DNA pol2 DNApol3 

NaCI 

50-100 mM Es!imulaci()n InhibiciOn InhibiciOn 

150-200 mM InhibiciOn InhibiciOn Inhibici6n 

Condiciones de ReacciOn 

MgCI2 (mM) 5a8 12' NO 

MnCI2 (mM) 2a4 1 a 4' NO 

KCI (mM) No se requiere No se requiere ' NO 

Inhibici6n con: 

(% de inhibici6n) 

ddTTP (3.12 IlM) 48.8% 24.6% 90% 

Afidicolina (0.147mM) 48% 62% No inhibe 

N-etilmaleimida (1 mM) 83% 73.2% 6.9% 

'Resultados de la DNA pol2 de maiz fueran reportados por Coello y Vazquez-Ramos 1995b. ND: No se ha 

determinado. 

De acuerdo con los patrones de inhibici6n y de concentraci6n de 

sales, se puede inferir que las DNA polimerasas 1, 2 Y 3 de mafz son 

distintas entre si. La DNA pol1 requiere 100 mM de NaCI para 

incrementar su actividad, mientras que las DNA pol2 y 3 se inhibe a 

esta concentraci6n. Por otro lado, N-etilmaleimida y afidicolina inhiben 

a las DNA pol1 y 2 pero no inhiben a la DNA pol3. Finalmente, el 

ddTTP inhibe principalmente a la DNA pol3 y muy poco a las DNA pol1 
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y 2. Estos parametros permiten sugerir que las DNA pol1 y 2 son 

semejantes a las DNA polimerasas replicativas de eucariotes y la DNA 

pol3 pareciera de tipo reparativ~ (Konberg y Baker 1992). 

• Ensayos de Nucieasa y de Efecto de PCNA 

• B2. ACTIVIDAD DE NUCLEASA 

Con excepci6n de las DNA tipo ~ y la S, el resto de las DNA 

polimerasas reportadas en eucariotes poseen actividad de 

exonucleasa 3'0 5' (Kornberg y Baker 1992). En las DNA polimerasas 

o y !: la actividad de exonucleasa es 3'-5', y en la DNA pol a la 

actividad de exonucieasa va de 5'-3', mientras que la DNA pol y posee 

ambas actividades. Con el objetivo de determinar si la DNA pol1 de 

maiz posee actividad de exonucleasa y al mismo tiempo establecer la 

direcci6n de esta, se realizaron experimentos para medir 

indirectamente esta actividad, mediante la disminucion en la marca 

radiactiva detectada en contador de centelleo, cuando se adicionan in 

vitro alicuotas de la enzima purificada a un molde de polidA-poli­

(H3}dT. Se realizaron tambien ensayos directos determinando la 

disminucion en el tamafio de un oligonucleotido de -30 b al resolverlo 

en un gel de poliacrilamida. La caracterizacion de la actividad de 

exonucieasa incluye la determinacion de las concentraciones de Mg2+ 

y Ca2+ requeridas para obtener un maximo de actividad. Los 

resultados obtenidos se indican en la tabla 11 yen la figura 7. 
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TABLA 11 

Ensayo indirecto de la actividad de Nucleasa de la DNA pol1 de 

Maiz 
MUESTRA Actividad residual (cpm) % de degradaci6n 

Molde de DNA (control) 11125 0 

DNA pol1+ 1.5 mM MgCI, 3468 70.9 

DNA pol1 + 500 flM MgCl, 4527 59.3 

DNA pol1 + 50 flM MgCl, 5303 52.3 

DNA pOl1 + 1.5 mM GaGl, 3753 66.3 

DNA pol1 + 500 flM CaGl, 4797 56.9 

DNA pol1 + 50 flM CaCl, 5632 49.6 

DNA pol1 S/KCI,MgCL"CaCI, 5534 50.3 

DNA pol1 de E. coli (control +) 2773 74.7 

cpm. Cuentas por mlnuto. SI. Sin. E. coIl. Eschench/a coli. 

Como se observa en la tabla 10, la DNA pol1 contiene una actividad 

de nucleasa y esta actividad se incremento conforme aumento la 

concentracion tanto de Mg+2 como de Ca+2, siendo 1.5 mM la 

concentraci6n 6ptima de cati6n divalente con la que se obtuvo un 

maximo de actividad. Ademas, se observ~ que el K+, Mg+2 Y Ca+2 no 

eran necesarios para esta actividad. La actividad de nucleasa es 

semejante (en las mejores condiciones del ensayo) a la actividad 

mostrada por la DNA poll de E.coli (usando 1.5 mM de CaCI2). 

La actividad de nucleasa tambien se detect6 mediante geles de 

poliacrilamida. Para la realizaci6n de estos ensayos se adicion6 a la 

DNA pol1 sobre un molde de DNA de cadena sencilia de 30 b, 

marcado con p32 en el extremo 5' de la hebra. Los productos obtenidos 
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se separaron en un gel de poliacrilamida al 14% y se detectaron por 

autorradiografía. 

Tomando en cuenta que el oligonucleótido está marcado en el extremo 

5', la dirección de la actividad de exonucleasa se infirió de la siguiente 

manera: Si la enzima desplegara una actividad de exonucleasa desde 

el extremo 5', como producto de la reacción se encontraría 

únicamente una banda en el fondo del gel correspondiente a la 

liberación del nucleótido radiactivo; mientras que si desplegara una 

actividad de exonucleasa de 3'-5', se observaría una escalera de 

degradación, desde la zona del molde sin cortar hasta donde corra el 

último nucleótido del extremo 5', cuando los productos de la reacción 

se separan en un gel de poliacrilamida desnaturalizante. 

Como se observa en la figura 7, los ensayos de exonucleasa con la 

DNA pol1 de maíz a diferentes tiempos de reacción (1, 30,60 minutos, 

carriles del 4 al 6 respectivamente) mostraron la aparición de bandas 

de bajo peso molecular (1 a 7 bases) que no estaban presentes en el 

molde control (carril 3), la desaparición de la banda de 18 bases y la 

disminución de la de 30 bases (carril 6). Como control positivo se 

empleó a la nucleasa BAL31 (materiales y métodos, Wei et al. 1983). 

Aunque el oligonucleótido no es totalmente homogéneo, ya que 

presenta dos componentes principales de 30 y 18 bases, el resultado 

sugiere que la DNA pol1 de maíz posee una actividad de exonucleasa 

3'- 5'. Este tipo de actividad ha sido reportada para las DNA 

polimerasas tipo o y ¡; de eucariotes (Kornberg y Baker 1992). 
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ENSAYO DIRECTO DE ACTIVIDAD DE EXONUCLEASA DE LA DNA 
pol1 DE MAiz. 
Carril 1: marcador de 13 b; carril 2: marcadores de 12 a 18 b; carril 3: 
molde control; carril 4 al 6: Molde incubado p~r 1, 30 Y 60 minutos con 
DNA pol1, Carril10 minutos con la Nucleasa BAL-31. 
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• B3. ENSA YOS CON PCNA 

La procesividad de las DNA polimerasas tipo 8 se incrementa cuando 

en la reacci6n esta presente PCNA (Kornberg y Baker 1992; Laquel et 

al. 1993). 

Con el fin de determinar si la DNA pol1 de mafz es una DNA 

polimerasa tipo 8, se realizaron ensayos de actividad de DNA 

polimerasa en presencia de PCNA de mafz expresada en E.co!i y 

purificada (Lopez et al. 1997; Herrera y Sanchez, comunicacion 

personal). Se utilizaron diferentes cantidades de PCNA y ya que este 

proceso requiere del consumo de energfa, se probaron ad em as 

diferentes concentraciones de ATP. Los resultados obtenidos se 

resumen en la tabla 12: 

TABLA 12 

EFECTO DE PCNASOBRE LA ACTIVIDAD DE DNA pol1 DE MAiz 

Muestras cpm % de actividad 

DNA pol1+1 mM de ATP (control) 11350 100 

DNA pol1+3 fi9 de PCNA + 1mM ATP 14795 130.5 

DNA po11+5 fi9 de PCNA + 1mM ATP 15350 135.2 

DNA pol1+3 fi9PCNA+3 mM ATP 27050 238.3 

DNA pol1+3 fig PCNA+5 mM ATP 26950 237.4 

La mezcla de reaccion para la DNA pol1 contenia 50 mM de Tris-HCI pH 7.4, 6 mM de KCI, 8 mM de MgCI2, 

5% de glicerol, 0.4 mM de p-mercaptoetanol, 1 mM de ATP, 5 fig de polidA-oligodT, 5 fiCi de (H3)-dTTP y 10 

fig de fraccion proteica. cpm: Cuentas por minuto. DNA pol1: DNA polimerasa 1 de maiz. 

Como se puede observar en la tabla 12, PCNA estimula la actividad de 

la DNA pol1 de mafz en un 30%; como este proceso requiere energfa 
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se decidi6 incrementar la concentraci6n de ATP a 3 y 5 mM. Como se 

observa en la tabla este incremento de ATP estimul6 a la DNA pol1 a 

mas del 100% aunque no hay diferencias entre 3 y 5 mM de ATP. La 

actividad de la enzima en presencia de ATP 3 Y 5 mM, en ausencia de 

PCNA no es muy diferente al control. 

La confirmacion de la actividad de la DNA pol1 y su procesividad p~r 

PCNA no pudo determinarse por geles de acrilamida por problemas 

metodol6gicos; sin embargo, la deteccion de la estimulaci6n de la 

actividad de polimerasa p~r PCNA, junto con la presencia de la 

actividad de exonucleasa 3'-5', nos permiten proponer que la DNA 

pol1 posee propiedades similares a las DNA polimerasas 8 de 

eucariotes. 

C. GEL DE ACTIVIDAD EN CONDICIONES DESNATURALlZANTES 

• Identificaci6n de la Subunidad Catalitica. 

La fracci6n que se obtuvo despues del ultimo paso de purificaci6n 

(Mono Q-Centric6n 100) de la DNA pol1 se resolvi6 en geles de 

poliacrilamida desnaturalizantes y fueron revelados tanto con azul de 

Coomasie como por actividad (figura 8) para hacer una correlaci6n 

entre ell os y distinguir cual seria la posible banda con actividad de 

DNA polimerasa. En el gel de actividad se detect6 una banda con 

actividad de DNA polimerasa de aproximadamente 70 kDa (figura 8B, 

carril 6) la cual corresponde a la subunidad catalftica de la enzima, que 

correlaciona con una banda del mismo tamaiio en el gel teiiido con 

azul de Coomasie (figura 8A, carril 3). La subunidad catalftica de la 
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DNA pol1 es un polipeptido de baja estabilidad, 10 que se determin6 

durante la realizaci6n de los geles de actividad en 

condicionesdesnaturalizantes; es decir, si la fracci6n de DNA pol1 

despues del ultimo paso de purificacion no se carga al gel 

acompanado de proteinas desnaturalizadas de suero fetal de ternera 

(como proteinas acompanantes) 0 proteinas que estabilicen, la 

subunidad catalitica no se renaturaliza, perdiendo la actividad 

polimerizante (Karawya et al. 1983). 

D. GEL DE ACTIVIDAD EN CONDICIONES NATIVAS 

Para determinar el tamaiio de la DNA pol1 en su estado nativ~, no 

desnaturalizado, se realizo un gel de actividad en condiciones no 

desnaturalizantes; como se observa en la figura 9A (carril 1). Se 

detecto una banda con un tamano aproximado de 450 kDa, que migra 

en una posicion que corresponde al tamano de la enzima completa; 
. 

por otro lado, cuando el ensayo se lIevo a cabo en presencia de urea 4 

M 0 de SOS 1 %, se detect6 un barrido que va desde los 450 kDa 

hasta un peso debajo de 100 kDa (figura 9C, carril 10). Esto sugiere la 

presencia de varios complejos enzimaticos que pueden tomar diversas 

conformaciones con la subunidad catalitica. En otras palabras, se trata 

de una enzima multimerica, 10 que no es raro para las DNA 

polimerasas replicativas de eucariotes (Sugino 1995; Kornberg y Baker 

1992; Foiani et al. 1997; Zou et al. 1997). Estos ensayos se realizaron 

tambiem para la DNA pol2 de maiz, la cual migra a un peso mayor a 

650 kDa (figura 9A, carril 3), y cuando se trata con urea 4 M 0 SOS al 

1 % esta enzima forma un barrido que va de un peso aproximado a 650 
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En el gel teñido con azul de Coomasie no se pudieron distinguir las 

bandas correspondientes a las detectadas en el gel de actividad, pues 

en el primero se observa la presencia de muchas proteínas de alto 

peso molecular; además, la baja concentración de acrilamida a la que 

se realizaron estos geles (5.5 o 6% de poliacrilamida), hace muy difícil 

la definición de la enzima en los geles nativos (figura 9B). 

E. GEL DE ACTIVIDAD DE ISOELECTROENFOQUE 

Con el propósito de hacer geles de doble dimensión y así purificar a 

homogeneidad a la subunidad catalítica de la DNA pol1, se realizó un 

gel de actividad de isoelectroenfoque usando una escala de punto 

isoeléctrico de 9 a 5. 

Como se observa en la figura 10, bajo estas condiciones, las 

actividades catalíticas analizadas (DNA pol1 y DNA pol2 de maíz) no 

migraron (carriles 1 y 2), lo que sugiere que las DNA pol1 y 2 de maíz 

tienen un punto isoeléctrico de 9 o mayor a 9. 

F. GEL DE ACTIVIDAD DE DOBLE CORRIDA 

Dado que las actividades de DNA pol1 y DNA pol2 se quedaban en el 

pozo cuando se realizaban los geles de punto isoeléctrico en un rango 

de 9 a 5, se decidió cortar los pozos del gel y ensamblarlos en un gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (ver métodos) (figura 

11). En estos ensayos se utilizó al fragmento Klenow como control 

positivo. Después de este tratamiento una parte del gel (Figura 11 A, 

carriles 1, 2 Y 3, correspondientes a la DNA pol1, fragmento Klenow y 
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Como se observa en la figura 11 A, se alcanzó a detectar la subunidad 

catalítica de la DNA pol1 en el peso esperado de 70 kDa (carril 1), como 

también al fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E.colí (68 kDa) 

(carril 2) (Lehninger et al. 1993) y a la DNA pol2 de maíz (90 kDa)(carril 

3) como controles. En el Western blot utilizando anticuerpos de conejo 

contra la DNA pol2 (fig. 11 B, carriles 4 y 5), se visualizaron tres bandas 

en el carril correspondiente a la DNA pol2 (carril 5), una que esta 

alrededor de 90 kDa y las otras dos de 55, y 45 kDa, bandas que ya 

habían sido reportadas por Coello et al. (1994) y que corresponden a la 

subunidad catalítica (90 kDa) y posiblemente a las subunidades de 

primasa de la enzima (55 y 45 kDa); por otro lado, se observó que el 

anticuerpo no reaccionó contra la DNA pol1 de maíz (fig. 11 B, carril 4). 

En la figura 11 C se observa el patrón electroforético teñido con azul de 

Coomasie de la DNA pol1 después de este tratamiento, y se puede 

apreciar una disminución en la cantidad de bandas, comparadas con las 

que se observaron en la figura 8 A (figura 11 C, carril 6). A través de 

estos geles se confirmó el peso de las subunidades catalíticas de las 

DNA polimerasas probadas y además, la eliminación de polipéptidos los 

cuales se quedan en el gel de isoelectroenfoque (figura 11 B). 

Explorando este tipo de metodologías, sería posible aislar a pureza las 

bandas con actividad catalítica de las DNA pol1 y 2. 
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VII. DISCUSJON 

En nuestro laboratorio se han aislado 3 actividades de DNA 

polimerasas a partir de un extracto crude de ejes embrionarios de 

maiz imbibidos por 24 horas, de las cuales la DNA pol2 se ha 

caracterizado como una DNA polimerasa tipo a (Coello et al. 1992, 

1994, Coello y Vazquez-Ramos 1995a, 1995b y 1996; Garcia et al . 

1997) y hasta el momento poco se ha estudiado de la DNA pol1 

(Garcia 1990) y a la DNA pol3 (Garcia et al. 1997). 

Esta tesis reporta los estudios caracterizaci6n de la DNA pol1 y 105 

resultados ebtenidos se han comparado con los reportados para otras 

DNA polimerasas eucari6ticas y de plantas, y que se resumen en la 

tabla 13: 
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TABLA 13 
Comparacion de Algunas DNA Polimerasas Eucarioticas con 
Respecto a la DNA pol1 de Maiz 

Caracteristicas 'DNA po/. 6 °DNA pol. A °DNA pol. DNA pol1 maiz 
trigo B trigo 

Peso de la subun. 125 150 120 70 
catalftica (kDa) 

Es un Compfejos Si NO ND Si 
Actividad de 
exonucleasa 

3'- S' Si No Si Si 
Actividad de 

primasa No Si No No 

Preferencia de polidA-oligodT @polirA- @@polidA "polidA-oligodT 
molde oligodT -oligodT 

Estimulaci6n por Si No Si Si 
PCNA 

Inhibidores 

N- Inhibe Inhibe Inhibe Inhibe 
ETILMALEIMIOA 

Inhibe No inhibe Inhibe Inhibe mod. 
Afidicolina 

Inhibe mod. Inhibe No inhibe Inhibe mod. 
ddTIP 

, Kornberg y Bake 1992; ° Laquel et al. 1993; "Garcia et al. 1997; @ Laquel et al. 1990; @@ Richard et 

al. 1991; ND. No determinado 

De las DNA polimerasas que participan en la replicacion del DNA, la 

DNA polimerasa I) es la DNA polimerasa de eucariotes que forma el 

complejo catalftico mas pequeno con un tamano de aproximadamente 

180 kDa, que tiene una subunidad catalitica de aproximadamente 125 

kDa; ademas, esta enzima presenta una actividad de exonucleasa 3'-

5' localizada en el polipeptido con actividad polimerizante (125 kDa) y 

se propone que esta actividad es requerida para la autocorrecci6n; es 

decir, a pesar de que la enzima presenta una alta fidelidad, al 

momento de incorporar los desoxinucle6tidos la DNA pol I) puede 

cometer errores los cuales puede corregir inmediatamente a traves de 
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la actividad de exonucleasa 3'- 5' (Kunkel et al. 1987). No se conoce 

bien la funcian de la subunidad que pesa 50 kDa ya que la subunidad 

catalftica de la DNA pol 8 de S. cerevisiae es suficiente para 

interactuar con PCNA (Blow 1996), a diferencia de la subunidad 

catalitica de la DNA pol 8 de Drosophila melanogaster (Brown y 

Campbell 1993), humano (Zhou et al. 1997), de Schizosaccharomyces 

pombe (Tratner et a/. 1997) y la de ratan que requieren a la p50 para 

interacturar con PCNA (Goulian et al. 1990; Chiang et al. 1993; Aoyagi 

et al. 1994). 

Una de las caracteristicas que presenta esta enzima es su preferencia 

por el mol de polidA-oligodT. Aparentemente 10 anterior es debido a la 

alta procesividad de la enzima en presencia de PCNA y solamente el 

polidA-oligodT le puede proporcionar espacios de sintesis mas 

grandes, a diferencia del DNA activado le proporciona espacios 

reducidos de sintesis. 

Una particularidad de la DNA pol 8 es que es una enzima distributiva, 

ya que sintetiza tramos cortos de DNA y que solamente en presencia 

de PCNA se convierte en una polimerasa altamente procesiva, un 

rasgo que la hace diferente de la DNA pol E (Blow 1996). 

La DNA polimerasa B de trigo es la DNA polimerasa tipo 8 de plantas 

mejor caracterizada hasta la fecha (Laquel et al. 1990,1993; Richard et 

al. 1991). Esta enzima presenta todas las caracteristicas de una DNA 

pOlimerasa tipo 8, ya que es distributiva, volviemdose muy procesiva en 

presencia de PCNA. Ademas es inhibida por N-etilmaleimida y 
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afidicolina, e insensible a ddTIP, prefiere al molde polidA-oligodT y 

presenta una actividad de exonucleasa 3'-5', 

Como se resume en la tabla 13, se han detectado similitudes 

importantes entre la DNA pol1 de maiz y las DNA polimerasas tipo Cl, 

como son la presencia de una actividad de nucleasa (tabla 11) con 

direccion 3'- 5'(figura 7), similar a la encontrada en las DNA pol Cl, Esta 

actividad de nucleasa no requiere KCI, MgCI2 a CaCb (tabla 11), 

aunque se estimula a concentraciones de 1.5 mM de MgCI2 0 CaCI2. 

Reportes anteriores indican que la DNA pol1, en ensayos in vitro, 

utiliza muy eficientemente al polidA-oligodT como templado-cebador, 

caracteristica comun a enzimas altamente procesivas (Garcia et al. 

1997). 

Nuestros datos sugieren que la actividad de la DNA pol1 se estimula 

con PCNA (tabla12) aunque sera necesario realizar ensayos 

adicionales para establecer este efecto, a traves de experimentos para 

medir su procesividad en presencia de PCNA. 

La proteina PCNA interviene en la regulacion del ciclo celular 

formando asociaciones con varias protein as (Kelman 1997) y para 

estimular a la DNA polimerasa 1) es necesario que forme un 

homotrimero en forma de anillo alrededor del DNA, en el extremo 3'­

OH del cebador. Para el ensamblaje de PCNA al DNA se requiere una 

proteina lIamada RF-C (Factor de Replicacion C) que esta compuesta 

de 5 subunidades, las cuales se encargan de montar a PCNA sobre el 

molde de DNA en un proceso dependiente de ATP. 

La DNA pol1 se inhibe fuertemente por N-etilmaleimida y 

moderadamente por afidicolina y ddTTP (tabla 10). 
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De acuerdo a lo anterior la DNA pol1 comparte muchas características 

con las DNA polimerasas tipo 8, lo que la hace una enzima muy 

interesante para estudiar, ya que es una enzima que participa en la 

replicación y reparación del DNA. 

La DNA pol1 se comparó con las otras dos DNA polimerasas 

reportadas en maíz y se lograron observar claras diferencias entre 

estas tres enzimas, además de las que ya se habían establecido 

anteriormente. De estas diferencias podemos mencionar que la DNA 

pol1 se estimula con NaCI, a diferencia de las DNA pol2 y 3 que son 

inhibidas por NaCI. La DNA po\2 presenta actividad de primasa 

mientras que la DNA pol1 no. La DNA pol3 es una enzima que es 

inhibida fuertemente por ddTTP e insensible a N-etilmaleimida y 

afidicolina a diferencia de las DNA pol1 y 2 que son más resistentes a 

ddTTP y más sensibles a N-etilmaleimida y afidicolina (García et la. 

1997). 

La DNA pol1 de maíz forma un complejo polipeptídico de alrededor de 

450 kDa (figura 9) y difiere de las DNA polimerasas tipo a. y 8 en que 

tiene una subunidad catalítica pequeña de 70 kDa (figuras 8 y 11), un 

tamaño menor al que poseen las subunidades catalíticas de las DNA 

polimerasas replicativas de eucariotes (Kornberg y Baker 1992). Hasta 

el momento no se ha identificado una subunidad catalítica de mayor 

tamaño; por el contrario, hemos encontrado, además de la banda de 

70 kDa otras bandas de menor tamaño, que podrían ser productos de 

degradación de la subunidad catalítica, y que aun conservan esta 

actividad. 
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Por otro lado, existen evidencias que indican que la subunidad 

catalitica de la DNA pol1 forma diversas asociaciones con los 

polipeptidos que conforman a la enzima nativa (figura 9). Se 

deseonocen que proteinas podrian formar parte de este complejo y 

seria muy interesante conocer el tipo de actividades asoeiadas. 

La DNA pol2 forma un complejo polipeptidico de mayor tamano, 

aproximadamente de 650 kDa, y ademas se confirmo el tamano de la 

subunidad eatalitica que es de 90 kDa tamano que es mas pequeno 

que el que poseen las DNA polimerasas tipo a de eucariotes. 

Anteriormente se habfa realizado un estudio sobre la DNA pol1 de 

maiz (Garcia E 1992) donde se utilizo un esquema que !levo a purificar 

a la enzima alrededor de 2000 veces; intentando obtener a 

homogeneidad a la subunidad eatalitica. En este trabajo se modifieo el 

esquema de purificacion y la enzima se pudo purificar mas de 5000 

veces (ver esquema de purificaci6n; Garcia et al. 1997), 

proporcionandonos una enzima con una mayor estabilidad para su 

estudio. 

Acoplando el uso de los geles de doble corrida (figura 11) al esquema 

de purifieacion utilizado en esta tesis, se logro la eliminacion de un 

numero de bandas que eopurificaban con la banda de actividad 

catalitica. De esta manera, es posible proponer que eon ensayos 

adicionales se podrfan aislar bandas con actividad de DNA 

polimerasas 1 y 2 de mafz. 

Si se lograse aislar la banda con actividad catalitica, seria posible 

cortar la banda del gel para microsecuenciar el extremo amino y de 

esta manera rastrear el gen de la subunidad catalitica, conocer que 

factores transcripcionales pudieran estimular la expresi6n de est a 
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proteina, etc. Por otro lado, con la obtencion de la subunidad catalitica 

se podrian obtener anticuerpos dirigidos contra este polipeptido y asi 

realizar ensayos de inmunoprecipitacion que proporcionaran datos 

sobre su regulacion postraduccional, implicando a esta enzima como 

un marcador bioquimico de la germinacion 0 de proliferacion celular. Y 

por ultimo, tambien se podria montar un esquema de purificacion de la 

subunidad catalitica y proteinas asociadas, mas rapido y eficiente 

utilizando resinas de afinidad utilizando el anticuerpo. As\, se podria 

montar un sistema de replicacion del DNA de plantas in vitro, 

utilizando las enzimas de maiz. 
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VIII. CONCLUSIONES 

Se lograron establecer algunas condiciones 6ptimas del ensayo de 

sintesis de DNA in vitro para la DNA pol1 de maiz tales como una 

concentraci6n de MgCb entre 5 y 8 mM, 0 una concentraci6n de MnCI2 

de 1-4 mM. No requiere KCI; y que es estimulada por una fuerza i6nica 

de 50-100 mM de NaC!. 

La DNA pol1 de maiz es inhibida por N-ETILMALEIMIDA (83%), yen 

menor grado por afidicolina (48%) y ddTTP (49%). 

Una actividad de exonucleasa 3'-5'copurifica con la DNA pol1 de 

maiz. 

La actividad de la DNA pol1 de maiz se estimula por PCNA. 

La holoenzima tiene un tamal'io molecular de aproximadamente 450 

kDa con una subunidad catalitica de alrededor de 70 kDa; esta 

subunidad catalitica parece formar diversas conformaciones con otros 

polipeptidos que componen a la DNA pol1. 

A traves del usa de geles de doble corrida se puede facilitar el 

aislamiento de la subunidad catalitica, con el fin de obtener un 

conocimiento mas profundo de esta proteina. 
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Los datos obtenidos en este trabajo y los reportados anteriormente 

para la DNA pol1 de maíz, sugieren fuertemente que se trata de una 

ONA polimerasa tipo o de plantas. 
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