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RESUMEN. Los genes de las hemoglobinas y 

codif"ican se han encontrado en diversas plantas 

las proteinas 

Dlcot:iledóneas. 

que 

La 

det.ección de estos genes se ha facilitado debido al uso de los 

procedimientos de la biologla molecular; en cambio, 

han detectado mediante t~cnlcas de espectroscopia de 

las protelnas se 

alt:a sensibilidad. 

Sin embargo. el uso de las sondas moleculares, que corresponden a los 

senes de hemoglobina de det.erminadas especies de Dicotiledóneas, son de 

uso limlt:ado debido a f"enómenos de divergencia. Por lo t:ant:o. en est:e 

trabajo se obtuvo una secuencia consenso para las hemoglobinas de las 

plan'tas y sus genes, con el objeto de detectar y de seleccionar las 

resiones más conservadas, las cuales pudieran ser de utilidad en la 

bCasqueda de genes de hemoglobina en plant:as no-Dicot:iledóneas, 

particularmente en las Monocotiledóneas. Las regiones más conservadas 

correspondieron a aquellas que codlf"ican para las a<-h<!:lices A, C y H: 

de ent:re ellas, se seleccionó a la región que codif"ica para la «-hlllice 

H, a part:ir de la cual se slnt:et:izó una sonda molecular. Est:a sonda se 

marcó con derivados biot:inilados y se hibridizó medlant:e procedimlent:os 

del 'tipo "Dot." y "Slo't-Blot." con el DNA. tot.al de algunas Leguminosas y 

plantas no-Dlcot:iledóneas. Se obt:uvieron seriales de hibridización 

ruertes con los DNAs de Leguminosas y. de manera muy int.eresant.e. 

'tambi~n con los DNAs de las Gramtneas. aunque 6stas dieron seftales con 

menor intensidad. Estos result.ados sugieren ruert.emen'te que las 

Monocot.lledóneas cont.ienen genes de hemoglobina. Además. al utilizar 

las regiones conservadas, se logró ampliricar por PCR f"ragment:os 

discret:os a part:ir del DNA del Mafz, del Sorgo y del Trigo, los cuales 

se deben clonar y secuenciar para confirmar la presencia de los genes 

de hemoslobina en las plant:as no-Dicot:iledóneas. 
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ABSTRACT. Hemoglobin (Hb) genes and transcrlpts have been f"ound fn 

a varlety of dlcot plants. In additlon to spectral analysls, aenetic 

approaches uslng speclfic gene probes have facilltated the detection of 

hb genes; however, t.he use of these probes is Umlted due to dlveraence 

events. The detection or hb genes in non-dicot. plants is of evolutlve, 

as well as physiologlcal interest. In arder to test other strateales in 

the search of hb genes in the monocot:s and other plant:s, we cOnstructed 

a consensus sequence. The most conserved reglons were those t.hat code 

t"or the «-hellxes A, C and H. The «-hellx H coding segment was selected 

for the synthesls of an ollgo-probe. This probe was biotln-labelled and 

hybridlzed wlth total DNA f"rom legume and non-dlcot plants by dot- and 

slot-blot procedures. Hlgh hybridlzation slgnals were observed with 

Jegume DNAs; lnterestlngly, monocot DNAs hybrldized with the 

ollao-probe as well, thus suggestlng. the presence of" hb-Uke sequences 

In these non-dlcot plants. The conf"lrmatlon of" these monocot DNA 

hybridizlng f"ragments as authentlc hb genes must come from clonina and 

sequenclng procedures. In addltlon, PCR-derived hb fragments have been 

ampllf"led f"or corn, wheat and sorghum specles, whlch wlll be f"urther 

sequenced. 



SELECCION DE ABREVIATURAS 

Amp Ampicllina 
BCIP 5-bromo-4-cloro-3-lndolllfosf"ato 
BSA AlbOmlna s6rica de bovino 
CAT Cloranf"enicol acetll transferasa 

111 

cDNA DNA copla, que result:a de la transcripción inversa del RNAm en 
DNA al ut.ilizar Ja enzima reversotranscript:asa 

CTAB Bromuro de hexadeclltrimetllamonlo 
2.4-D Acido 2,4-diclorof"enoxiac6tlco 
dATP Desoxladenoslna de trif"osfato 
dNTP Desoxlnucleótldo de tr!f"osfato 
EDTA Acldo etllendlamlnotetrac<!:t:lco 
GUS ~-Glucuronldasa 
Hb Hemoglobina 
hb Gen de hemoglobina 
IPTG lsopropiltlogalactósldo 
KDa KiloDalt:on 
Kpb Kllopares de bases 
Lb Leahemoaloblna 
llb Mioaloblna 
NADH Nlcotlnamida de adenina dlnucleótldo reducido 
NBT Azul de nltrotetrazolium 
NC Papel de nitrocelulosa 
ntf Grupo de genes bacterianos que codifican para Ja slnteal• de las 

enzimas que participan en el proceso de la f"ijaclón del nltróaeno 
nod Grupo de genes bacterianos que codlf"ican para Ja slnteala de 

protelnas que permiten el establecimiento de la simbiosis entre Ja 
planta Leguminosa y Rht:zobtum, Jo que resulta en Ja f"ormaclón de 
un nódulo 

NPTll Neomlclna f"osf"otransf"erasa 
o

2 
- Anión superóxido 

pb Pares de bases 
PCll Reacción en cadena de la polimerasa ("Polymerase Chaln Reactlon") 
pHBCS/11 Plá.smldo que se deriva del pUC19 que contiene al ·inserto 

SCHBP/H 
PM Peso molecular 
pp0

2 
Presión parcial de oxigeno 

PVP Pollvlnllplrrolldona 
SCHBP/H Sonda molecular que corresponde al f"ragmento de Ja secuencia 

consenso del gen hb de las plantas que codifica para Ja 
at-h61lce H 

SCTHBP Secuencia consenso total de las hemoglobinas de las plantas 
SOS Dodecllsulf"ato de sodio 
Tris Tris(hldroxlmetil)amlnometano 
x-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-/3-D-tiogalactósido 



J. INTRODUCCION. 

Se calcula que Ja vida surgió en la Tierra hace unos 3.5 x 10
9 

aftos 

seg(ln evidencias geoqulmicas y por mlcrofósiles que se han encontrado 

en sedimentos que datan de esta antigüedad (1, 2). Las condiciones que 

prevalectan en esta Tierra primitiva eran dist.int.as de lo que son en la 

actualidad: se cree que f"ue hace 3.8 x 109 arios cuando el H20 llquida 

se empezó a acumular en la litósrera, y que el carácter de la atmósf"era 

en aquel entonces era predominantemente reductor (3). As1, se piensa 

que los primeros organismos vivientes proliferaron adaptándose a tales 

condiciones; _en ellos se desarrolló un metabolismo anaerobio mediante 

el cual pudieron satlsf"acer sus requerimientos energ~ticos, y de 

quienes tenemos algunos representantes en la actualidad, como son todos 

los microorganismos anaerobios. por ejemplo los clostridla. Estas 

condiciones cambiaron con el advenimiento de un tipo nuevo de 

metabolismo: la f"otoslntesis oxigo!mica. Esta inovaci6n metabólica tuvo 

efectos drAstlcos en la naturaleza de la atmósfera primitiva. y en 

seneral en el curso que habrla de tomar la vida en la Tierra. ya que el 

oxigeno molecular. 02, el subproducto de este proceso, se habrla de 

acumular en la atmósfera tornándola a una atmósfera oxidante. tal como 

la conocemos hoy en dla. 

Este 02. cuya concentración aumentó en relación con la proliferación 

de los organismos fotosint6ticos. fue un f"actor de selección muy 

importante hacia los organismos anaerobios ya que es sumanente tóxico 

debido a que puede alcanzar estados excitados con la generación de 

radicales libres, como el anión super6xido o el hidroxilo, los cuales 

son á.ltamente reactivos con las biomo14!:culas en presencia de diversos 
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metales (4). Asl. en muchos organismos surgieron dif'erentes mecanismos 

que les permitieron adaptarse a la presencia de este elemento t.óxico. 

pero tambi~n muchos otros se seleccionaron negativamente por los 

erectos letales del Oz. 

Probablemente uno de los primeros. y más simples. mecanismos de 

adaptación rue el evitar el estar en contacto con el Oz al ocupar 

nich<?s con pp02 muy baja. o el desarrollar estructuras subcelulares que 

les proteaieran de este elemento. tal como las endosporas de muchas 

bacterias anaerobias actuales. Otro mecanismo de adaptación. y tal vez 

el mlis complejo, f"ue el desarrollo de un aparato metabólico capliz de 

utilizar al Oz como el aceptor final de electrones para f"ormar aaua, y 

que durante este proceso se obtuviera energla en f'orma de ATP; esto es 

lo que en la act.ualidad conocemos como la respiración aerobia. la cual 

ha tenido un aran éxito evolutivo ya que aporta una cantidad mayor de 

enersla a las células, unas 686 Kcal durante la oxidación de la slucosa 

hasta el Coz y el HzO, en comparación con las 56 Kcal que se producen 

durante la respiración anaerobia, en donde se oxida la glucosa hasta el 

licido llictico (4). 

Existen además otros mecanismos de adaptación que son comunes entre 

los or••nisnios aerobios y que resultan de la presencia de met.alo y de 

hemo-enzlmas, las cuales pueden eliminar a los radicales libres. De 

ellas. las má.s import.antes son la superóxido dismut.asa, que catallza la 

siguiente reacción: Oz - + Oz - + 2H+ - HzOz + Oz; asl como la catalasa 

y la peroxidasa que eliminan, a su vez, al H202 medlant.e las 

slgulent.es reacciones. respect.ivament.e: H202 + H202 Oz + 2Hz0 y 

HzOz + RHz - R + 2Hz0 (4). Existen también otras hemo-protelnas, sin 

actividad ca't.alltica, que interact.úan con el oxigeno molecular mediante 
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su grupo prostético, el grupo hemo (Fe-protohemo IX), aunque en este 

caso no existe modificación alguna del 02. En general. estas 

hemo-prot.elnas. que constituyen a Ja familia de las globinas (5), 

capt.an, almacenan y transportan el oxigeno atmosférico dentro de los 

tejidos en los que se encuentran. Mediante estudios de dif"racci6n de 

rayos-X, Perutz (6) descubrió cómo captan y liberan el 02 las Hbs 

tet.ram~ricas mediante mecanismos halost.~ricos en respuesta 

met.abolitos celulares que act.Ílan como ligandos 

caso del !leido 3-rosroglic6rico. La runción 

reservarlo interno del 02 resulta de gran 

metabolismo aerobio celular. 

modulares, 

de estas 

importancia 

a algunos 

tal es el 

Hbs como 

para el 

Tradicionalmente, se han detectado las Hbs en diversos grupos de 

animales. tanto inver'tebrados como vertebrados, en donde se han 

estudiado con mucho detalle. Ingram (7) rue el primero en inrerir 

relaciones de descendencia entre las globlnas monom6rlcas (Mb) y las 

tetram6ricas (Hbl de animales vertebrados, en donde 61 propuso a la 

subunidad "' de la Hb como el componente ancestral del que se derivaron 

las demlls subunldades, que Incluye a la Mb. Además de los animales, las 

Hbs se encuentran en organismos mé.s simples. como son Jos hongos (8) y 

los protoctistas (9); sin embargo, estas Hbs han sido poco estudiadas 

hasta el momento. 

Para el ar-upo de las plantas, en 1947 Keilin y Smith (10) 

propusieron, despu6s de un an1Uisls qulmlco y espectral, que el 

pigmento rojo que da la coloración a los nódulos radicales de las 

Leguminosas rijadoras del nitrógeno presenta caracterlstlcas similares 

a las Hbs de los animales. En efecto, en el reino Pla.ntae se sintetiza 

una Hb monom6rica que se conoce como leghemogloblna (Lb) debido a que 
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por mucho tiempo se le encontró asociada sólamente con las plantas 

Leguminosas. Las Hbs de origen vegetal y animal se encuentran muy 

conservadas. particularmente en relación con la estructura terciaria: 

la sobreposición de las estructuras tridimensionales de la Lb de la 

Soya y la Mb del esperma de ballena es casi perfecta. aún cuando 

existen dlf"erencias en las estructuras primarias (11). 

Las Lbs se han es'tudiado con mucho detalle desde su descubrimiento. 

y debido a la gran cantidad de información que se ha acumulado en 

relación con la gem!:tlca, la estructura y la 

protetnas. se recomienda consultar las revisiones 

y de Arredondo (14, 15). 

función 

de Appleby 

de 

(12, 

estas 

13), 

Durante mucho tiempo las Lbs sólamente se pudieron detectar en los 

nódulos radicales y caulinares de las Leguminosas que fijan el 

nitrógeno cuando establecen slmblósls con bacterias de los gll!:neros 

RhLzobtum. Bradyrhtzobtum y AzorhLzobLum. Actualmente se han encontrado 

Hbs en los nódulos de las plantas actlnorrlzas, que son inf"ectadas por 

Franlda, y en la no-Leguminosa Parasponta (Ulmaceae) que es nodulada 

por algunas cepas de Rhtzobtum. En todos estos casos la Lb se relaciona 

intrlnsecamente con la eficiencia en la fijación del nitrógeno, ya que 

funciona aportando las cantidades necesarias del 02 para apoyar las 

demandas respiratorias del microslmblonte (12). La concentración del Oz 

dentro del nódulo es muy baja, de 10 nM, y para poder llevar a cabo la 

f"ljaclón la bacteria requlre de un aporte importante de energla, unos 

18 ATPs/N2, la cual se obtiene mediante la respiración aerobia del 

mlcroslmblonte. 

Al utilizar como herramienta a los genes hb de Parasponta, Bogusz et 

al. (16) pudieron detectar tanto a los genes como a los transcritos de 
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Hb en Trema, y posiblemente también en Cel.tt.s. dos g~neros que est6n 

emparentados con Parasponl.a y que pertenecen a la misma f"amllia 

Ulmaceae. El descubrimiento de que estos genes se expresan 

predomlnant.ement.e en la porción merlst.emé.t.lca del t.ejldo radical de 

estas plantas, es decir, en los últimos O.S mm del 6.plce de la ralz, 

condujo a Appleby et al. (17) a sugerir que esta Hb puede funcionar 

como un "sensor" de los niveles internos del 02 para determinar el tipo 

de metabolismo que present.a este t.ejldo: oxldat.lvo o fermentat.lvo. Sin 
.. 

embargo, hasta el moment.o no se han obt.enldo evidencias experimentales 

que apoyen esta proposición. 

En el nivel gen<!>t.ico, los genes hb de los animales y de las plantas 

se encuentran Altamente conservados: ambos est.6.n lnt.errumpldoa por dos 

lntrones que se ubican exactamente en la misma posición. Sin embarao. 

los senes hb en las plantas contienen un lntrón adicional que 

interrumpe al exón cent.ral. Resulta de mucho int.erils el hacer notar que 

est.e lntrón adicional que est.é. present.e en los senes hb de las plantas 

fue predicho por Gó (18) al est.udlar los mapas de las distancias 

atómicas de la subunldad IJ de la desoxlHb del caballo. Ella encontró 

que el mapa se divide naturalmente en cuatro unidades est.ructurale•, y 

no en tres de acuerdo con el número de exones que presentan los aene• 

hb en los animales, en donde el exón central podla ser Interrumpido 

potencialmente por un int:rón. Hast:a est:e momento, todos los . aenes hb 

que se han estudiado en las plantas cont.lenen un lnt.rón adicional que 

interrumpe al exón central. 

Como se mencionó. los genes hb se expresan predorninant.ement.e en los 

nódulos radicales y/o caulinares de las plantas fijadoras del 

nltróseno. Est.os órganos especializados son el resultado de los 
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productos de la expresión genét.ica del micro y del macro-simbionte. Por 

parte de la planta se han detectado algunos flavonoides, como la 

Jut.eolina y la naringenina (19), que tienen efecto act.ivador sobre los 

genes nod de la bacteria. quienes son los responsables de que 

(en 

la 

ZO) nodulación se lleve a cabo. Recientemente, Oénarlé et aL. 

purificaron el ractor NodRm-1 de Rhtzobtum metUott., el cual se 

sintetiza cuando los genes nod son runcionales en la bacteria. El 

an•Uisis qulmico ha mostrado que NodRm-1 es un ~Cl-4) tetrasacMido 

sulratado de O-alucosamina en el que tres grupos amino estén 

acetilados, y uno esté. acilado con un 6.cido graso insaturado (Ct6) 

(20). La Interacción de este tipo de seriales qulmicas conduce a la 

formación de un nódulo f"uncional. 

Durante los procesos ontogen6ticos que se presentan en la f'ormación 

del nódulo, se expresan de manera mas o menos especifica una serie de 

genes de la planta, a los cuales se les conoce como "nodulinas" debido 

. a Ja especiricidad en cuanto al tejido en el que se sintetizan: el 

nódulo. En el Apéndice se encuentra una revisión actualizada sobre 

est.as prot.elnas. Aunque es 

depende en aran medida 

cierto 

de 

que la expresión de las nodulinas 

act.ivadores de origen bacteriano. 

recientemente se ha encontrado que la nodullna temprana SrEnodZ de 

Sesbant.a rostrata puede ser Inducida por cltocinlnas (Zl), lo que 

suaiere que las hormonas de la planta. asf como sus niveles de 

slntesls. también regulan la expresión de los genes que codifican para 

las nodullnas. Ademé.s. es ractlble proponer que las seriales de la 

bacteria pueden regular Indirectamente la slntesis de las nodulinas a 

travt!s del sistema hormonal de la planta. es decir, pueden runcionar 

como activadores o inhibidores de algunos componentes de la ru-t.a 
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blosint:t!t:ica de las hormonas vegetales. 

En Jos últimos 

(22) pero Ja 

af'íos se 

"nodulina 

han 

por 

descrito una gran cantidad de nodullnas 

excelencia" puede seguir siendo la Lb 

cuando se sintetiza en los nódulos. aunque esto se pone en duda con 

f"recuencia debido a que tambl6n se Je detecta en tejidos no 

simbióticos. La expresión espacio-temporal de Ja Lb, asl como Ja de 

otras nodulinas, es áltamente especlf'ica: su slntesis se locallza en 

las ct!lulas de las plantas que están inf'ectadas por el mlcro-simblont.e. 

y f"orma parte de las nodullnas tardlas porque antecede a la expresión 

de Jos senes ntf y por Jo tanto a Ja actividad del complejo 

enzimAtico nltrogenasa (revisado en 14). 

Por lo tanto, la expresión especifica de los 11enes hb debe depender 

de las resiones reguladoras. Stougaard et al. (23) detectaron elementos 

cts dentro de la reglón promotora 5' del gen Lbc3 de la Lb de la Soya. 

Mediante el aná.lisls en plantas transg6nicas de Lotus corntcuLatus, asl 

como por deleciones en esta región 5' y mediante la construcción de 

genes "qulm6rlcos" (hlbridos), que resultan de la ruslón con un sen 

"reportador", en este caso CAT, estos autores encontraron un elemento 

reaulador positivo f"uerte (SPE, del lngl<!>s "Strong 

entre -1100 y -950, y uno d6bll (WPE, de "Weak 

Possltive Element") 

Possitive Element") 

entre -230 y -270; además, encontraron un elemento regulador cts entre 

-139 y -102 que se requiere para la expresión especlf"ica de este gen en 

el nódulo (OSE, de "Organ Speclf"lc Element") . 

Estos mismos autores (23) no detectaron elementos de control en la 

reaión 3' no codlf"lcante. Sin embargo, al obtener la secuencia de 

varias clonas del cDNA de Lb del Haba, Kuhse y PUhler (24) encontraron 

una seftal probable de poliadenllaclón, con la secuencia ATAAAT, que 
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está conservada entre las dif'erentes clonas de cDNA de la Lb del Haba. 

en donde se le encuentra en posiciones similares. Ademlis, Ja 

comparación ent.re estas secuencias reveló la existencia de otra realon 

6.ltamente conservada con unas 16 pb entre +380 y +396, con la secuencia 

5' ACTAAAACJTGTITAA 3'; Ja mayor parte de esta secuencia, 5' 

AA/GAACTTG'lT 3', tambi6n se encuentra conservada en otras Lesumlnosas. 

Al'.in cuando Stougaard et al. (23) no detectaron disminución al¡runa en Ja 

actividad de CAT, cuando se le f"usionó con la reglón 3' f'lanqueante del 

gen lbc.'.J de la Soya, lo que les condujo a proponer que esta reglón no 

tiene f"unclones reguladoras, Kuhse y PUhler (24) han sugerido que Ja 

porción conservada de 16 pb que se encuentra en el extremo 3' puede 

participar en la f"ormaclón de una estructura secundaria con el extremo 

5' del RNAm, ya que parte de esta reglón de 16 pb tambl6n se localiza 

en la porción codlf"lcante del gen, en +73 a +83. 

Al estudiar extractos de diversos tejidos de la Soya, y mediante 

experimentos de retardamiento en geles, Jensen et al. (25) pudieron 

aislar un f"actor trans especff"ico a partir de los nódulos, el cual se 

une a las reglones -223 a -246, el elemento 1, y -161 a -176, el 

elemento 2. Mediante experimentos de competencia, estos autores 

concluyeron que este f"actor se une a ambos 

af'Jnldades dlf"erentes. Recientemente, Bergman et 

elementos pero con 

al. (26) dedujeron la 

secuencia de amino 6cldos a partir de los nucleótldos 1 a 276 del cDNA 

de la ureato oxldasa (uox); este pollp6ptldo, el drp90, presenta 

dominios característicos de las protelnas que se unen al DNA. Mediante 

experimentos por retardamiento en geles, los autores encontraron que 

drp90 lnteractl'.ia con las regiones 5' y 3' de lbc3 y N23, pero con mayor 

af"lnldad con el ollgonucleótldo slnt6tlco de 24 pb que corresponde al 
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elemento 1 de lbc3. Este pépt.ido. drp90. que se codifica por el gen 

uox. puede corresponder a un ractor regulador que está implicado en la 

expresión de estos genes. 

Sin embargo. a dif"erencia de los ejemplos anteriores. en algunas 

nodullnas la regulación es por f"act.ores ext.rlnsecos a la planta. como 

en el caso de la uricasa, o N35, y la sacarosa sintetasa, o NlOO, para 

quienes los 

concentración 

niveles 

del 02: 

del RNAm responden 

cuando disminuye la 

a f"luctuaclones en la 

cant.Idad del 02 disuelto, 

como ocurre en condiciones naturales cuando se desarrolla el nódulo, 

los RNAm de estas nodulinas aumentan entre 4 y 5 veces los niveles 

basales que se observan con la concentraci6n at.mosfll!!rica del 02 (27). 

La reaulaclón de la slntesls de la Lb también puede ser en el nivel 

post-transcrlpclonal. Los trabajos de Jensen et al. (28) muestran que 

al utilizar fusiones de las reglones s· y 3• flanqueantes del gen lbc3 

con CAT y NPTll en la mutante TMl de la levadura (Saccharomyces 

cerevt.stae), el grupo hemo regula especlf"lcamente al estimular la 

actlvldad de estos genes reporteros en el nivel post-transcrlpcional. 

probablemente al Interactuar con la reglón s• no codlflcante de lbc3. 

Al comparar los elementos reauladores cls entre los senes lb de la 

Soya y de Sesbanla rostrata. Metz et al. (29) encontraron una similitud 

alta ent.re ambos elementos. los que aparentemente lnteract(&an con el 

mismo f"actor trans (¿universal?) que se encuentra en extractos de los 

nódulos. Con base en estas observaciones, estos autores sugieren que el 

mecanismo de regulación de los genes lb pude estar muy conservado en 

las Leauminosas. 

Los senes lb en la Soya comparten elementos reguladores con otras 

nodullnas. Cuando se llevan a cabo deleclones en el elemento OSE C-139. 
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-102), que cont.iene a las secuencias consenso para nodulinas es• AAAGAT 

y s• CTCTTJ, la actividad del gen report.ero CAT disminuye 

signif"icatlvamente est.e mismo efect.o se observa tambilll!!n en los 

est.udios con promotores hlbrldos que contienen a las regiones 

reguladoras de la nodullna N23 de la Soya (30). Esto sugiere que los 

elementos reguladores pueden estar muy conservados entre los genes de 

las nodulinas. aunque es necesario estudiar de manera comparativa la 

secuencia de estas regiones rlanqueant.es en s• para poder conocer el 

panorama 8eneral de los mecanismos de regulación de estos genes. 

Adicionalmente a la presencia de los elementos cLs y a los f"actores 

trans que se describieron con anterioridad para los genes hb de las 

plantas. se han localizado una serie de reglones pot.encladoras 

("enhancers") en la ramilla de aenes hb de los vertebrados las cuales 

estimulan la expresión de estos genes (31). Según el gen que se trate, 

estas rea:lones potencladoras se pueden localizar en los extremos s• 6 

3' no codlf"icantes, e inclusive en la reglón codif"icante. La presencia 

de estas secuencias potencladoras en los genes lb es una posibilidad 

que no se ha explorado hasta este momento: resultar1a de mucho interi!s 

el localizar estas secuencias. asl como el estudiar su erecto en la 

expresión de los senes hb durante el desarrollo del nódulo. 

Corno se mencionó. los genes hb de las plantas se encuentran 

Altamente conservados entre dlf"erentes especies de Leguminosas (32), 

pero a juzsar por los resultados que se describen en los pArraf"os 

anteriores, tambi6n lo están los elementos cf.s y los f"actores trans que 

regulan la expresión de estos genes. Adicionalmente, esto se ha podido 

comprobar ya que Stougaard et al. (33) lograron transf"erlr el gen lbc3 

de la Soya completo a Lotus cornLculatus al usar como vector a 



11 

Agrobactertum rhtzogenes; como resultado se obtuvo la expresión 

espectrica de lbc3 en los nódulos, en donde los niveles de sfntesfs 

alcanzaron los niveles endógenos de la Lb original de Lotus. Por lo 

tanto. dado el grado de conservación que se observa t.anto en la re816n 

codificante como en las regiones reguladoras, se cree que los •enes hb 

de las plantas descienden del mismo estado ancestral. por lo menos 

dentro de la f"amllla Legumlnosae: además, las relaciones lnmunoU1sicas 

entre tas Lbs ref"lejan las relaciones de parentesco que existen entre 

algunas de las tribus de la subf"amllla Papillonoldeae de la• 

Leguminosas (34). 

Brown et al. (35) han propuesto que la tasa de variación entre los 

residuos de las Hbs de los vegetales es mayor que en las de lo• 

animales. En una revisión reciente, Ohta (36) propone que las copias 

que resultan de genes que se han duplicado recientemente presentan una 

tasa de substitución alta. mucho mayor que la del gen ancestral; esto 

se debe a que la presión de selección es menor en las coplas, sin 

embargo, esta presión aumenta con el transcurso del t.lempo y asl la 

variación tiende a disminuir. Si este caso general se puede aplicar a 

los aenes hb de las plant.as, ent.onces la tasa de variación que observan 

Brown et al. (35) puede ser el resultado de f"enómenos de duplicaciones 

sen6tlcas recientes, tal v6z durante los Oltlmos 60 a 70 X 106 aftos; 

Lee y Verma (37) han propuesto que el gen hb ancestral de la tribu 

Phaseoleae se duplicó antes de la divergencia entre la Soya y el Frijol 

para generar una ramilla de 4 genes hb. 

Debido a que durante mucho tiempo las Lbs sólamente se conocieron 

dentro del grupo de las Leguminosas, se pensó que estas Hbs de 

vegetales t.uvieron su origen en las Hbs de Jos insectos, las cuales se 
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t.ransfirieron horizontalmente mediante una partlcula viral. como 

vector. hacia una Leguminosa ancestral (38). Sin embarao, e•t• 

proposición se descartó cuando se determinó la secuencia de los aenes 

hb del insecto Chtronomus thumH (39), la cual carece de intrones; 

debido a que los genes hb de las plantas presentan tres lntrones, se 

esperaba un número parecido en los insectos en el caso de que estos 

últimos hubieran sido los donadores de los genes hb de las plantas. 

En 1960, Davenport (40) reportó que en los nódulos de •l•unas 

plantas actlnorrizas se detecta un contenido igual o mayor de hemat.lna 

que en las Leguminosas, lo que sugiere que estas plantas tambi6n pueden 

sintetizar Hbs. Estos resultados no se conf"irmaron durante mucho tiempo 

debido, sobretodo, a que en los extractos de estos n6dulos existe una 

actividad alta de fenol oxidasas, asl como concentraciones 

considerables de la peroxidasa (41): las primeras sintetizan quinonas 

que tienen una af"inldad alta por las blomoi<!lculas en •eneral, y dan 

lugar a pigmentos pardos; y las segundas son contaminantes importantes 

porque comparten muchas de las caracterlsticas espectrales de la• Hbs. 

Por estas razones se requieren condiciones ext.remas de anaeroblosi• y 

m<!ltodos espectroscópicos de alta sensibilidad para poder detectar Hbs 

en estas plantas (C.A. Appleby, comunicación personal). 

Mediante estudios de espectroscopia de preparaciones de nOdulos de 

plantas actinorrlzas, Tjepkema (42) logró obtener muimos de absorcl6n 

a 560 (en una atmósfera de Nzl. 540 y 580 nm (en una atmósf"era de Ozl, 

ademés de 540 y 570 nm bajo CO, los cuales son caracterlsticos de las 

Hbs. Posteriormente, Hattory y Johnson (43) y Roberts et at. (44) 

lograron obtener sel\ales desput!s de hlbridlzar una sonda de tb de la 

Soya, que se obtuvo a partir del cDNA, con los DNAs digeridos de las 
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plantas actinorrizas. y asi conf"irmar el descubrimiento de Tjepkema. 

Estos resultados permitieron ampliar el espectro de distribución de los 

genes hb a las plantas actinorrizas. 

Por otro lado, ParasponJa, una planta que pertenece a la Camilla 

Ul•aceae. es de interés ya que es nodulada por cepas de RhJzobJum, que 

ta•bién nodulan a las Leguminosas. En 1983. Appleby et al. (45) 

lograron purif"icar la Hb de los nódulos radicales de esta planta por 

medio de procedimientos electroCoréticos, como el enfoque isoeléctrlco. 

Esta proteina es una f"orma dimérica de Hb soluble que presenta un pi de 

6.28 en la Corma oxl. y de 6.67 en la Corma Cérrlca, en comparación con 

4. 59 y 4. 79 para las f"ormas oxi y f"érrica de la Lb del Chicharo, 

respectivamente. La purif"icación de esta Hb permitió, mediante 

procedimientos genéticos, la obtención de la sonda pL29, que se deriva 

del cDNA de Parasponla, la cual f"ue de utilidad para la detección de 

los genes hb en otra planta ulmacea: Trema. Con anterioridad se babia 

intentado la detección de genes hb en esta última planta mediante el 

uso de sondas especif"icas de hb que se obtuvieron de Leguminosas, pero 

nunca Cue posible detectar seftales de hibridización debido a los 

f"enó111enos de divergencia (C.A. Appleby, comunicación personal). 

El descubrimiento de los genes y transcritos de Hb en Tre111a (46, 47) 

resultó de mucho interés debido a que este Cue el primer caso 

deaoatrado de la presencia de estos genes en una planta que no nodula, 

y por lo tanto que no Cija el nitrógeno, de tal manera que esto condujo 

a pensar que estos genes son comunes a todas las plantas con :Clores, 

y que comparten el mismo ancestro con las Hbs de los animales. tal véz 

desde hace m6s de 600 x 106 aftos (48). 

Los genes hb se encuentran conservados en las plantas (32); esto ha 
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permitido construir árboles evolutivos para estas Hbs (49). los cuales 

concuerdan bien con las relaciones filogen6ticas que se presentan entre 

las plantas que las sintetizan. Ademá.s. y de manera muy interesante, 

los elementos cf.s que regulan la expresión de los senes hb en las 

no-Leguminosas Paraspont.a y Trema t.ambi6n se encuentran conservados, ya 

que cuando se introducen las rea:Iones s• y 3' no cocUrlcante• 

f"uslonadas con GUS en Lotus cornf.cul.atus, se detecta la actividad de 

IJ-slucuronidasa en los nódulos despu6s de lnf"ectar a Lotus con su 

simbionte Rhtzobtum toti; en cambio, cuando se transf"orma a Ntcotiana 

tabacum, la expresión - de la actividad se presenta s6lamente en el 

merist.emo de la ralz (SO). Esto demuestra nuevamente que los mecanismos 

de regulación de estos genes, sean elementos cf.s o f'actores tran.s, 

es tan muy conservados en las plant.as, asl como tambi6n la 

caracterlstlca de la expresión especifica en los nódulos o el merlstemo 

radical, según el caso, ya que no se observa actividad de 

IJ-glucuronidasa en otros tejidos de la planta. 

A'CJn cuando existe la creencia generalizada de que los aenes hb son 

comunes a todas las plantas, y que las Hbs animales se han est.udlado 

con mucho detalle, los érboles que rerlejan la f"llogenla de estos senes 

todavta no muest.ran la ralz, o el esiado ancest.ral, comían a las Hbs de 

plantas y animales (51). En este sentido, resulta de mucho lnter6s la 

presencia de una Hb dlml!:rica en la bacteria f"errualnosa VttreoscUla, 

que pertenece a la ramilla Beggiatoa, cuyo gen ya se ha clonado y 

secuenciado (52). 

Aunque divergente, la secuencia de esta Hb bacteriana presenta una 

similitud mayor con Jas Hbs vegetales que con las animales (32), lo que 

implica un nivel de parentesco mayor entre las Hbs de las plantas y de 



15 

las bacterias. que las de l!:st.as últimas con las de los animales. 

Resulta de interés el notar que la región 3• no codif"icante de este gen 

hb bacteriano tiene similitud con la reglón correspondiente en el gen 

hb de las plantas (53): esto descarta la posibilidad de convergencia 

entre ambos aenes. Por Jo tanto, dadas estas similitudes. el estado 

ancestral común ~ los genes hb de las plantas y de los animales pudo 

ser el de alg(Jn procarionte, del tipo Vttreosctlla, y asl el origen de 

estos genes puede ser mayor a los 600 x 106 anos. 

RIUS (54), en una excelente revisión acerca del origen y la 

evolución de las Hbs, propone que las Hbs de las plantas y de los 

animales dlvirgleron hace unos J x 109 aftos, de donde el linaje de las 

Hbs animales perdió el lntrón central en alguna 6poca temprana de su 

evolución. lo que. sin embargo. requiere de confirmación al encontrar. 

por ejemplo, la combinación 4 exones/3 intrones en los genes hb de los 

nemlltodos. Ademas, el mismo autor sugiere que las Hbs pudieron haber 

sur11ldo en alguna 6poca temprana poco despuli!>s del origen de Ja 

rotoslntesls: Chromattutn es un anaerobio obligado que sintetiza una 

hemo-protelna de 11 KDa de PM que capta al 02, ya que contiene un grupo 

hemo del tipo e (nó un protohemo IX como las globinas), Ja cual puede 

runclonar como destoxlf"icadora del 02. Se ha sugerido, ademas. que 

estas posibles Hbs primitivas pudieron runcionar en sus inicios como 

oxldasas terminales ya que se ha encontrado que AlcaLt.genes eutrophus. 

una bacteria que metabollza al hidrógeno, contiene una Hb de 43 KDa de 

PM con dominios tanto para para la flavina como para el grupo hemo: se 

combina reverslblement:e con el 02 y se reduce direct:ament:e con el NADH; 

esta f"Javo-hemogloblna puede reducir al citocromo e y utilizar al NADH 

como donador de elect:rones. Asl, la est:ruct:ura de est:as prot:elnas pudo 
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resultar de la f"usión de genes distintos o de exones dlf"erentes que 

codlf"lcan para dominios especif"icos ("exon shuf"f"ling" [SS]), que da 

como resultado proteinas quiméricas. En este sentido, Runnesar (56) 

propuso que las globinas se derivan parcialmente de una proteina 

semejante al cltocromo b5 que está presente en bact.erla• que •on 

est.rlctamente anaerobl.as. en donde el segundo ex6n de la •lobina •• 

deriva de la región del citocromo b5 que codif"ica para la hlstldlna 

distal. 

Appleby et al. (57), también en una excelente revlsión, concuerdan 

con Rlsgs en el sentldo de que las Hbs pudieron haber aur•ldo hace unos 

1.5 x 109 aftas, ya que se calcula que la translclón de una ata6aCera 

alcroaerobla a una aerobia ocurrió hace unos 1. 5 a 2. O x 109 aftos, Y 

que durante ese lapso aparecieron los linajes prlncipalea de loa 

eucarlont.es. en uno de los cuales ya exlst1a el proto-or••nlaao que 

contenia Hb y que en el f"uturo llegarla a ser el ancestro com~n de las 

plantas y de los animales. 

Se conocen f"ósiles de estromatolltos con 3.4 x 109 aftoa de 

antigUedad, y como lo establece Walker et al. (58) " ... resulta dlf"lcil 

el imaginar cómo pudo surgir la f"otosintesis en mlcroor•aniamoa que no 

estan pre-adaptados para tolerar al 02, que es un subproducto de dicho 

proceso metab611c·o ... 11
; con base en esta suposlc16n. las Hb• pudieran 

tener una antigUedad mayor a los 1. 5 x 109 af\os en el caso de haber 

f"unclonado como un mecanismo de adaptación al Oz. Walker et al. 

(58) calcularon que en el oceano del Arqueano la concentración del Oa 

que se producia por ef"ecto f"otoquimico era alrededor de 1 Pa, o unos 14 

nM de 02 disuelto; con base en este cálculo, Appleby et al. (57) 

sugieren que la af"inidad tan alta que presentan las Hbs de las plantas 
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hacia este elemento es un ref'lejo de lo que f"ue su estado ancestral. ya 

que ellas funcionan con pp02 similares en los tejidos vegetales, de 10 

nM: luego, la p~rdida de la afinidad f"ue un caracter evolutivo 

posterior que se presentó en el linaje de las Hbs de los animales. 

En resúmen, los genes hb de las plantas y de los animales 

probablemente evolucionaron por lineas verticales a partir del mismo 

ancestro: un procarionte que surgió y proliferó en el momento en el que 

la naturaleza de la atmósfera del Arqueano cambió de microaerofllica a 

aerobia. Esta Hb ancestral pudo funcionar como un mecanismo de 

adaptación al Oz. Sin embargo, dadas las evidencias experimentales con 

las que contamos actualmente en el reino Plantae. la mayor antigüedad 

de los aenes hb corresponde al origen de las plantas con rlores. en 

particular al origen de las Dlcotlled6neas que es en donde se han 

det.ectado estos senes. lo cual ocurrió hace unos 100 x 106 aftas, 

durante el CretAclco Inferior (59). 
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11. 08.JETIVOS. 

Actualmente exist.e consenso en aceptar que las Gimnospermas Y las 

Angiospermas son grupos monofilt?t:icos (60), asl como Jo son las Mono y 

las Dicotiledóneas dentro de las Angiospermas (61, 6Z): por lo tanto es 

necesario el estudiar los genes hb en estos grupos de planta• para 

vlasuallzar con mayor claridad Ja distribución y evolución de estos 

genes en el reino Plantae. En el pasado se han hecho Intentos para 

detectar los genes hb en algunas plantas Monocotiledóneas, tal como el 

Malz. mediante el uso de sondas de hb especlrlcas. sin embarso, estos 

intentos no 

divergencia 

han 

(C.A. 

tenido t?xlto debido, 

Appleby, eomunicaci6n 

probablemente, 

personal). Por 

a renómeno• 

esta razón, 

de 

en 

el presente trabajo se propuso una estrategia distinta a Ja del uso de 

las sondas especlf"icas, la cual consistió en la construcción de una 

secuencia consenso (¿universal?) para los genes hb en las plant.as, de 

la que se seleccionaron las regiones mcis conservadas que se utilizaron 

como sondas moleculares para experimentos de hlbrldización con los DNAs 

de las plantas Monocotiledóneas y de otras cuya situación fllogent?tlca 

es de lntert?s. 
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111. MATERIALES Y METODOS. 

ELABORACION DE LA SECUENCIA CONSENSO PARA GENES hb EN PLANTAS. En 

el Apéndice 2 se present.a el det.alle de los procedimientos que se 

realizaron para construir una secuencia consenso para las Hbs de tas 

plantas. adem6.s se muestran las secuencias originales, el alineamiento 

y los programas que se utilizaron para el análisis por computadora de 

dicha secuencia. A cont.inuación se presentan brevemente estos 

procedlmentos. 

Se compilaron 16 secuencias pollpeptldicas y 6 secuencias 

nucleotldlcas de Hbs de dlf"erentes especies vegetales (Figuras y 2 

del Ap6ndlce 2, respectivamente). Estas secuencias se alinearon 

mediante el uso de la rutina MATCH del programa NEWAT'BS, que f"ue 

donado senerosamente por el Dr. Russell Doolittle (Universidad de 

Callf"ornla en San Dleso, EUA). 

De la comparación entre las dif"erentes secuencias se obtuvo una 

secuencia consenso para el pollp6ptldo y otra para el gen, de las 

cuales se construyó la secuencia consenso total en ta que se detectaron 

las reKlones conservadas, variables e hipervariables (ver la Figura 3 

del Ap6ndlce 2). Como resultado de este an•ilisls se seleccionaron las 

realones m6.s conservadas con el objeto de slnt.etlzar una sonda que 

serla de utilidad en los experimentos de hlbrldlzaclón posteriores. 

AdemAs, este mismo programa, NEWAT'BS, se utilizó para caracterizar 

con mayor detalle la secuencia consenso total de las Hbs de plantas 

(SCTHBP): se obtuvo la composición total de amino ácidos con la rutina 

COMP, el perf"ll de hldropatla con GREASE y la similitud con otras 

secuencias que se encuentran en el banco de datos del NEWAT•as con 

SCANA. 
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OBTENCION DEL DNA TOTAL DE PLANTAS SUPERIORES. Se utilizaron las 

siguientes especies de plantas como Cuente del DNA. Leguminosas: 

Medlcago satlva (AlCalCa), Phaseolus vulgaris (Frijol), Lens sp. 

(Lente~a), Glyclne max (Soya) y Erythrlna sp. (Colorin); Casuarinales: 

Casuar~na cunnlnghamlana (Casuarina): Gramineas: Oryza sp. (Arróz), Zea 

mays •ap. mays (Maiz), Zea mays ssp. mexlcana (Teosinte), Sorghum sp. 

(Sarao>. y Trlt~cuat satlvum (Trigo); otras: Magnolla sp. (Magnolia) y 

z .. 1a furfuracea (Cicada). 

Con excepción de la Casuarina y de la Magnolia, la Cuente del DNA 

para las dea6s especies Cue el tejido embrionario, el cual se obtuvo 

de•pu6a de gerainar las semillas en cajas de Petri que contenian papel 

Whataan No. 3 que se humedeció con agua destilada; estas semillas se 

incubaron a 30°C hasta que el hlpocótilo alcanzó unos 2 a 3 cm de 

longitud. y entonces se almacenaron a -7o0 c hasta su uso. En el caso de 

la Ca•uarlna y de la Magnolia, la Cuente de DNA Cue el tejido Collar el 

cual •e utilizó directamente para los procedimientos de extracción. 

La obtención del DNA total se realizó de acuerdo con el 

procediaiento descrito por Doyle y Doyle (63). Se ho111ogenlzaron de 0.5 

a 1.0 g de tejido vegetal en un mortero con un pistilo, bajo nitrógeno 

liquido. hasta obtener un polvo Clno. el cual se disolvió en 5 a 7.5 ml 

del aaortiguador de aislamiento (CTAB al 2X [p/v], NaCl 1.4 M. 

~-mercaptoetanol al 0.2X [v/v], EDTA 20 lllM, Tris-HCl 100 lllM. pH-8.0) 

precalentado a 60°C; se incubó la mezcla en esta temperatura durante 30 

mln con agitación ocasional. 

Se extrajo la mezcla con un volúmen de cloroCormo:alcohol isoamilico 

(24: 1) y se centriCugó a 1600 x g a temperatura ambiente (TA). Se 

recuperó la fase acuosa. se le adicionaron 2/3 de volúmen de 
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isopropanol frio, se agitó y se centrifugó a 5000 x g por 2 minutos. Se 

lavó el botón durante 20 min con etanol al 76Y. (v/v)-acetato de amonio 

10 -· Se centrifugó la solución a 1600 x g durante 10 min a TA; se 

desechó el sobrenadante y se secó el botón. 

Se resuspendió el botón en 1 ml de TEB (Tris-HCl 10 lllH, EDTA 1 -· 

pH•B.0) y se le adicionó RNAsa de páncreas de bovino (Calbiochem) a una 

concentración final de 10 µg/ml; la solución se incubó a 37°C durante 

30 minutos. Al cabo de ese tiempo se adicionaron 2 volúmenes de TES, 

acetato de amonio 7. 5 M a una concentración final de 2. 5 M, y 2. 5 

volúmenes de etanol frio. Se mezcló por inversión y se recuperó el DNA 

con una varilla de cristal. 

Se disolvieron las hebras del DNA que se adhirieron a la varilla de 

cristal en 1 ml de TES , y se dializó la solución contra este mismo 

amortiguador durante 16 h a 4°C. 

Se caracterizó el DNA que se obtuvo por este procedimiento de la 

siguiente manera: a) mediante el· perfil de absorción en el intervalo de 

200 a 300 na¡ b) la determinación de los cocientes R260/280 y R260/230; 

c) cuantiCicación del DNA por la absorción a 260 nm, considerando el 

coeCiciente de extinción molar (e) del DNA como 13200 M-1 cm-1 (64); y 

d) mediante el corrimiento electroCor6tico en un gel de aaarosa al lX 

(p/v) en TBEB (Tris-HCl 89 mM, ácJ.do bórJ.co 89 lllH, EDTA 2. 5 lllH, 

pH•B.O), el cual se tiftó con bromuro de etidJ.o (5 µg/ml) durante 3 min, 

se destiftó con agua y se visualizó en un transJ.lumlnador. 

Cuando el DNA de la CasuarJ.na se obtuvo a partir del teJJ.do ColJ.ar, 

mediante el mismo procedimiento, la preparación siempre acarreó un 

pardo el cual podia J.nterferir con los ensayos de 

hibridJ.zacJ.ón posteriores, por lo que se intentó separar del DNA el 
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pigmento mediante los siguientes procedimientos: a) adición de PVP a 

una concentración final del 1% (p/v); b) adición de EDTA a una 

concentración Cinal de SO mM; e) aumento en cinco veces, Sx, de la 

cantidad original del 13-mercaptoetanol en el amortisuador de 

extracción; d) adición de BSA a una concentración final del O. lX (p/v); 

e) di•lisls contra 500 ml de TES durante 24 h a-4°C: C) extracción con 

un volÚlllen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1): y g) filtración a 

través de una columna de Sephadex G-75. 

DIGESTION DEL DNA TOTAL CON ENZIMAS DE RESTRICCION. Se disirieron 

los DNAs totales con las enzimas EcoRI, H1ncfIII o PstI (Si&ma) en la 

siguiente mezcla de reacción: 2 µl del DNA ( 1 1'8/1'1), 2 l'l del 

amortiguador de la enzima (ver abajo), 2 µl de espermidina 10 lllM, 1,..1 

de ~-mercaptoetanol al 0.2% (v/v), 10 U de la enzima, y asua deatilada 

estéril a un volúmen final de 20 µl. La digestión se incubó a 37°c 

durante toda la noche, y luego se paró la reacción al incubar a 65°c 

durante 3 minutos. Para verificar la digestión, se corrieron 5 ,..1 de la 

solución en un gel de agarosa al 1% (p/v), o de poliacrilamida al 5X 

(p/v), los que se titleron posteriormente con bromuro de etidio. El 

digerido restante se mantuvo a -7o0 c hasta su uso. 

Los amortiguadores que se utilizaron para cada enzima f"ueron loa 

siguientes. EcoRI: Tris-HCl 100 mM, HgCl2 10 mM, NaCl 50 lllM, BSA (100 

µg/ml), pH=7.S: H1ndIII: Tris-HCl 50 mM, HgCl2 10 mM, NaCl 50 lllM, BSA 

(100 "'8/ml), pH=B.O; y PstI: Tris-HCl 10 mM, HgCl2 10 mM, NaCl 100 mM, 

BSA (100 µg/mll, pH=7. S. 

SINTESIS DEL OLIGONUCLEOTIDO (SONDA). Se seleccionó al crasmento 

que codifica para una porción de la «-hélice H de la Hb de las planta•, 

ya que es la m•s conservada (residuos de amino •cidos 143 a 153 [ver la 
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Figura 3 del Apéndice 2)). El 'fragmento corresponde a un 

oligonucleótldo de 33 pb, el cual f"ue amablemente sintetizado por los 

Ores. Franz J. deBruljn (Universidad de Michlgan, EUA) y Peter Welters 

(lnst.it.ut.o Max-Planck. Alemania) con la siguiente"" secuencia: s• GTA GCC 

TAT GAT GAA TTG GCA GCT GCA ATT AAG 3' (sonda 1913). La cadena 

complementarla (sonda 1914) se sintetizó con sitios para Sphl y Pstl 

(se indican con minúsculas en la secuencia). respectivamente: 5" catg 

CTT AAT TGC AGC TGC CAA TTC ATC ATA GGC TAC tgca 3'. A esta sonda se le 

denominó SCHBP/H (Secuencia Consenso de las Hbs de Plantas/reglón H). 

CLONACION DE LA SONDA SCHBP/H. Los procedimientos que se relizaron 

rueron los descritos en Sambrook et al. (65). 

a) Alineamiento de las sondas 1913 y 1914. Se obtuvo el valor de Tm 

de la sonda SCHBP/H (67.1°C) el cual se utilizó para el apareamiento de 

las dos cadenas. Se disolvieron las dos sondas, 1913 y 1914, en 50 pi 

de agua destilada estéril, se calentaron a 67°C durante 5 mln. y se 

dejaron enrrlar a TA lentamente; luego se mantuvo la solución asl 

durante 1 hora. Se separaron altcuotas que se congelaron a -7o0 c hasta 

su uso. La concentración f"lnal f"ue de 16 pg de SCHBP/H/¡.&l de agua 

destilada. 

b) Llnearlzación del vector. El vector, pUC19, se llnearlzó con Pstl 

y Sphl en la siguiente mezcla de digestión: 2 pi del amortiguador para 

Sphl lOx (Trls-HCl 10 mM, NaCI 100 mM, MgClz 7 mM, 2 pl de 

#1-mercaptoetanol 7 mM, pH=7.S), 2 µl de espermldlna 10 mM, ¡.&l de 

#1-mercaptoet.anol al 27. (v/v), 20 U de Pstl, 10 U de Sphl, y agua 

destilada estt!:rll a un voh'.lmen f"lnal de 20 µl. Se Incubó la digestión a 

37°C durante toda la noche, y al cabo de ese tiempo se corrió 1 1.d en 

un gel de agarosa al 17. (p/v). Después de verificar la digestión, se 
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paró la reacción al incubar a 6S°C durante 3 minutos. 

c) Ligamiento pasajero-vector. Se utilizó una proporción 5:1 en la 

relación pasajero (SCHDP/H)-vector (pUC19) para el li¡ramlento. La 

mezcla de reacción fue la siguiente: 7 µI del DNA pasajero (de la 

dilución 1:100 que resultó en una concentración f"inal de 1.6 f'C de 

SCHBP/H/µl), 1 µl del DNA vector, 2 µl del amortiguador lOX para la 

lisasa de T4 (Trls-HCl 50 mM, M&:Clz 10 mM, ATP 1 mM, BSA (100 f'C/ml), 

pH-7.8), 2 µl de espermldlna 10 mM, 2.5 U de la llgasa de T4 (Slsma), y 

asua destilada a un volOmen final de 20 µl. Se Incubó la mezcla a 14°c 

durante toda la noche y se paró la reacción al Incubar a 6S°C durante 3 

minutos. 

d) Transformación de E. coU CMK. Se Inocularon 100 mi del medio LB 

(por litro: 10 g de bacto-trlptona, S 8 de extracto de levadura, 10 8 

de NaCl, pH-7.S (para medio sólido se adicionan 15 g de a¡iar)) con 1 mi 

de un medio que se creció previamente durante toda la noche. se incubó 

a 37°C durante 3 h o hasta alcanzar una DO de 0.4 a 0.5, a 650 nm, y se 

colocó el cultivo en hielo durante 10 minutos. Al cabo de ese tiempo se 

centrlfu¡ió el medio a 2000 x g durante S mln a 4ºc. 

Las c6lulas se hicieron competentes al resuspenderlas en 50 mi de 

CaClz SO mM frias, y se mantuvieron en hielo durante 15 minutos. 

Posteriormente, se centrifugó la solución a 2000 x g durante S mln a 

4°C; se resuspendl6 el botón en 3 a 5 mi de CaClz 50 mM frias y se 

tomaron allcuotas de o.e mi. 

Se mezclaron de 5 a 10 µl de la solución que contenta al DNA 

pasajero-vector (pUC19::SCHBP/H, al que ahora se le denomina pHBCS/H) 

con 150 1.d de las c~lulas competentes. y se mantuvo la solución en 

hielo durante 30 minutos: al cabo de ese tiempo, se dló un choque 
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térmico al Incubar a 37ºc durante 5 minutos. Se al\adió 1 mi del medio 

LB y se creció a 37°C durante 1 hora. 

Se sembraron 150 µl de las c~lulas transformadas en medio LB 

selectivo (medio LB, Amp (50 µg/mll. IPTG [ZS µg/mll. x-Gal [ZS 

µg/ml)). Ademas. se creció un control negat.ivo con cc!!lulas no 

transrormadas. y un cent.rol positivo con c~lulas transformadas con el 

pUC19. Se incubaron las placas a 37°C durante 24 horas. Se recuperaron 

las colonias blancas (Ampr, x-GaCl por punción y se resembraron por 

est:rla en el medio selectivo. Los palillos con los que se picaron las 

colonias blancas se colocaron en rnl del medio selectivo y se 

incubaron a 37°C durante 24 h con agitación vigorosa para obtener 

posteriormente los pl6smldos. 

e) Obtención de pl6smldos por minlpreparaclones (66). Se tomaron 1.5 

mi del medio que se creció por toda la noche y se colocaron en un tubo 

Eppendorr para centrifugar posteriormente en una rnicrof"uga durante 1 

minuto. Se descartó el sobrenadante y se resuspendló el botón en 100 µl 

de una solución fria de glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Trls-HCI ZS mM 

(pH•B.Ol, lisozlma (4 me/mil; se mantuvo a TA durante 5 minutos. Al 

cabo de ese tiempo se agregaron 200 µl de una solución fria y recién 

preparada de NaOH 0.2 N - SDS al 0.1?. (p/v); se mezcló por Inversión, 2 

ó 3 veces, y se mantuvo la solución en hielo durante 5 minutos. Se 

aereearon 150 µl de una solución f"rfa de acetato de potasio que se 

preparó de la sia:ulent.e manera: se mezclaron 60 mi de acetato de 

potasio 5 M con 11.5 mi de aicldo acético y 28.5 mi de agua destilada; 

se ajustó el pH a 4.8. Se agitó suavemente por 10 s y se colocó el tubo 

en hielo durante 5 minutos. Se centrif"ugó la solución en una mlcrof"uga 

a 4°C durante 5 min. se recuperó el sobrenadante y se desprotelnlzó 
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adicionando volúmen de cloroformo-alcohol lsoamlllco (24:1); se 

centrif'ugó en una microf'uga durante 2 min y se recuperó la f"ase acuosa 

a la que se le agregaron dos volúmenes de etanol absoluto para 

precipitar el DNA plasmldlco al centrifugar por otros 5 mln 

adicionales. Se secó el botón y se resuspendló en 50 µl de TES que 

contenla RNAsa (20 µg/mi), se agitó y se incubó a 37°C durante l hora. 

f") Liberación de la sonda SCHBP/H del pllllsmldo pHBCS/H. Se 

linearizaron los pllllsmldos pHBCS/H que se obtuvieron por 

mlnlpreparaclones utilizando las enzimas Sphl y Pstl de acuerdo con los 

procedlmentos que se describieron anteriormente. Se corrieron 10 f&.l de 

la solución de digestión en un gel de poliacrllamlda (sel concentrador 

al 37. (p/vl; gel resolvedor al 77. (p/v)) de acuerdo con el sistema 

discontinuo de Davls (67). Se tUló el gel con bromuro de etidio durante 

30 mln, y se destlftó con agitación en agua destilada durante el mismo 

tiempo. 

MARCAJE NO RADIOACTIVO DE LA SONDA SCHBP/H. Se utilizó el sistema 

de "Nlck Translatlon" que incorpora nucleótldos blotlnllados, 

dATP-biotlna, mediante el uso del kit "BioNick Labellns System" (GIBCO 

BRL). Los procedimientos fueron de acuerdo con las intrucclones del 

f"abrlcante. 

Se marcaron 1.6 f&.g de la sonda SCHBP/H, de doble cadena, en la 

siguiente mezcla de reacción: S µ1 de la solución lOx de dNTPs (que 

contiene dATP-biotina), µl de la sonda (l.6 f&,g del DNA), 5 f&,l de la 

solución de enzimas (con la DNAsa y el fragmento Klenow de la DNA 

pollmerasa 1) y agua destilada para un volúmen f"inal de 45 f&,1. Se 

mezcló centrlf"ugando en una microfuga durante 5 s. y se incubó a 16°C 

durante l hora. Al cabo de ese tiempo, se adicionó l f&.l de EDTA 300 mM 
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para detener la reacción. y se separaron los nucleótldos que no se 

incorporaron al precipitar la sonda de la siguiente manera: se aftadló 

1/10 de volúmen de acetato de sodio 3 M y dos volúmenes de etanol 

absoluto. se mezcló por inversión y se mantuvo a -7o0 c durante 20 

minutos; al cabo de ese tiempo. se centr1Cug6 en una mlcrof"uga a 4°C 

durante 15 mln. y se descartó el sobrenadante para resuspender el 

botón, que contuvo a la sonda marcada. en SO µl de TES. La sonda se 

almacenó a -7o0 c hasta su uso. 

HIBRIDIZACION DEL TIPO "DOT" Y "SLOT-BLOT". Los procedlmentos 

Cueron siguiendo el protocolo del Cabricante del kit de detección 

"BluGene" (GIBCO BRL). Se aplicaron 20 µg del DNA total de cada especie 

a tiras de nitrocelulosa (NC) (HicroFiltration Systems, 0.45 µm). Las 

Leguminosas Cueron los controles positivos ya que se sabe que contienen 

genes hb; se utilizaron los DNAs de testiculos del salmón (Sigma) y de 

timo de ternera (Merck) como controles negativos. La apllcac16n de las 

muestras a la NC Cue mediante el uso del aparato para 11 0ot 11 y 

"Slot-Blot" (Hl.lliblot-D, Hillipore) utilizando vacio. 

Se 1.ncubó el filtro en un horno a soºc durante 2 h para fijar al DNA 

a la NC. y al cabo de ese tiempo se rehldrat.6 el Clltro en una solución 

de SSC 2x (SSC 20x es: NaCl 3 H, citrato de sodio 0.3 H, pH•7.0) y se 

prehibrl.dizó a 42ºC durante 4 h con la solución de prehibridización 

(SSC 2x. Denhardt Sx [Denhardt 50x es: Cicoll al lY. (p/v), PVP al lY. 

(p/v), BSA al 1Y. (p/v) J, SDS al O. lY. [p/v), DNA acarreador (500 

µg/ml)). Posteriormente se hibridizó el filtro a 42°C durante toda la 

noche con la solución de hibridización que fue la misma que para la 

prehibrl.dización pero a la cual se le aftadió la sonda desnaturalizada 

en una concentración de 1. 6 µg/5 ml. 
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Se lavó el filtro de acuerdo con la siguiente secuencia: SSC 2x/SDS 

al 0.17. (p/v) durante 3 min a TA, dos veces; SSC 0.2x/SDS al 0.1?. (p/v) 

a TA. dos veces; SSC 0.16x/SDS al 0.17. (p/v) durante 15 mln a 65°C, dos 

veces; y unos segundos en SSC 2x a temperatura ambient.e. Se lavó el 

f"lltro con el amortiguador 1 (Tris-HCl 100 mM, NaCl 150 mM. pH•7.S) 

durante 1 mln a TA. y luego se bloqueó con el amortiguador 2 (BSA al 3?. 

(p/v) en el amortiguador 1) a 6S0 c durante 1 hora. 

Finalmente, se incubó el filtro con el conjugado de estreptavldlna -

fosfatasa alcalina (1 µl de la solución stock 11 mg/mll/ml del 

amortiguador 1) durante 10 mln a TA, y entonces con el amortlauador 3 

(Trls-HCI 100 mM. NaCI 100 mM. MgClz SO mM. pH•9.5) durante 10 mln a 

temperatura ambiente. Se reveló incubando el filtro en la solución 

reveladora (12.5 µl de una solución stock de SO mg de BCIP /mi. 16.S µl 

de una solución stock de 75 mg de NBT /mi, 3. 75 mi del amortlsuador 3) 

de 30 mln a 3 h a temperatura ambiente. Al cabo de ese tiempo se lavó 

el f"lltro con Trls-HCI 20 mM (pH=7.5l/EDTA 0.5 mM, y se secó a soºc 

durante 2 minutos. 

HIBRIDIZACION DIRECTA EN GELES DE AGAROSA. Se dlslrleron 10 µa de 

los ONAs totales con Htndlll, y los fragmentos resultantes se separaron 

en un gel de agarosa al 1.57. (p/vl para hlbrldlzar posteriormente con 

la sonda marcada. El procedimiento que se siguió fue una modificación 

al método de Gontijo et al. (68). 

Después del corrimiento electroforéUco de los DNAs dlaerldos, se 

tifió el gel con bromuro de etidio y se fotografió. Se desnaturalizo y 

se despurln6 el DNA al tratar el gel con HCI 0.25 M durante 10 mln. dos 

veces, y con NaOH 0.5 M/NaCI 1.5 M durante 15 min, dos veces. 

respectivamente. Se neutralizó el gel al lavarlo con una solución de 
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Tris-HCl M (pH=S.O)/NaCl 1.5 M durante 15 mln, dos veces. 

Posteriormente. se secó el gel durante toda la noche mediante un 

proceso de transferencia doble C"Dl-Blot.") (69). 

El gel seco se hibrldizó con la solución de hibridización (SSC 6x, 

Denhardt 5x, SOS al 0.5?. [p/v), Tris-HCl 20 mM [pH=S.O), y la sonda 

marcada (0.2 µg/ml]) a 42ºc durante toda la noche. Posteriormente. se 

lavó el gel con SSC 6x/SDS al 0.1?. (p/v) durante 10 min a TA, tres 

veces; una vez con esta misma solución pero a 42°c durante 2 min; una 

vez con SSC 6x/Trltón X-100 al l?. (v/v) durante 10 min a TA; y 

rtnalmente una vez con SSC 6x a temperatura ambiente. 

Se incubó el gel con la solución del conjugado durante 48 h por lo 

menos. se lavó con el amortiguador durante toda la noche y con 

agitación cuidadosa, y finalmente con el amortiguador 2 durante 1 hora. 

Se reveló el gel mediante el procedimiento que se describió para "Dot .. 

y "Slot-Blot". 

AMPLIFICACION POR PCR. Se sintetizaron dos pares de sondas 

("prlmers") para amplif"icar dos fragmentos que comprenden a la región 

que se encuentra entre las «-h4!1ices C y H, y la reglón entre las 

«-h~llces A y H. Las sondas fueron: 510.3 (5' GG ctgcag TTG TTC TCG rn 

CTG AAG 3' (las letras mlníisculas Indican la secuencia para Pstll> y 

511.3 (S' CTC gcatgc AGC CAA CTC ATC ATA AGC 3' (las letras minúsculas 

Indican la secuencia para Sphl)), complementarias para las reglones C y 

H, respectivamente; y 399 (5' GG ctgcag CAA AAG CAA GAA GCT CTA GTG 3' 

(con una secuencia para Pstl)) y 398 (5' CTC gcatgc AGC CAA CTC ATC ATA 

AGC 3' [con una secuencia para Sphl)), complementarlas para las 

regiones A y H, respectivamente. Las sondas 398 y 399 fueron 

sintetizadas por el Dr. Angel Zarain (Universidad de Manit.oba, Canada), 
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y las sondas 510.3 y 511.3 se sintetizaron en el Instituto de 

Biotecnologia de la UNAM por el Dr. Paul Gaytán. 

La ampll<icac16n se llevó a cabo con los siguientes componentes: 1 

"8 del DNA genómico, sondas 480 µH (cada una). dNTPs (Boehringer) 400 

f.l)t. 1.25 U de AmpliTaq f"ragmento Stof"f"el (Cetus. Perkin Elmer). 18 µl 

del amortiguador de amplif"icación (Tris-HCl 10 mM. KCl 50 mM, MgClz 2 

mM, pffaS.3), y agua destilada estéril para un volúmen f"inal de 25 µl. 

Se colocaron unos 30 µl de aceite mineral ligero (Sigma) sobre la 

solucl.ón. y se amplif"icó automáticamente en un "ThermoCycler" 

(Stratagene) de acuerdo con el siguiente perf"il: 1 ciclo de 

desnaturalización a 95°c por 3 min; 45 ciclos a 37°C por 1.5 min para 

el alineamiento, 72°C por 2 min para la extensión, y 95°c por 1 min 

para la desnaturalización; f"inalmente se dió 1 ciclo a 72°C por 5 

minutos; los cambios de temperatura se realizaron con una velocidad, 

RAHP. de 3 (según las indicaciones del f"abricante). 

Posteriormente se extrajo el aceite mineral con SO µl de cloroCormo. 

y se recuperaron 20 µl de la solución de amplif"icación, los cuales ae 

corrieron en un gel de agarosa PE (Cetus. Perkin Elmer) al 3X (p/v) en 

TBEB. El gel se tilló con bromuro de etidio y se f"otograf"ió en el 

transiluminador. Las bandas que se amplif"icaron se recuperaron. deapu6a 

de cortar el f"ragmento del gel, mediante electroelución (65). Loa 

Cras•entos que se recuperaron se precipitaran utilizando el 

procedimiento de acetato de sodio-etanol y se resuspendieron en 30 a 50 

µl de TES. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION. 

ALINEAMIENTO Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE HBs. Durante Jos 

últimos aftos se han purificado y secuenciado las Hbs de diversas 

plantas; ademas se han clonado y secuenciado los genes hb gr_acias al 

desarrollo de las tt!'!cnicas del DNA recombinante. Despu6s de compilar la 

mayor parte de estas secuencias. que se han publicado previamente. 

l!st.as se alinearon con el objeto de construir una secuencia consenso en 

la que se pudieran detectar las regiones más conservadas (ver el 

Ap6ndice Z). 

El alineamiento de las secuencias se realizó con la ayuda de la 

rutina MATCH del programa NEWAT'85 (68), sin embargo la mayor parte del 

procedimiento se llevo a cabo de manera manual ya que la mayorla de los 

proaramas actuales alint!:an por pares de secuencias debido a que los 

alineamientos mültiples ocupan demasiado espacio en la memoria de la 

computadora. consumen mucho tiempo. e incorporan una gran cantidad de 

indels (INsercl6n/DELecl6n) en el alineamiento (70). En el caso de las 

secuencias nucleotfdlcas y polipeptldicas de las Hbs de las plantas, no 

resultó complicado el alineamiento ya que estas secuencias están muy 

conservadas en lo general. y s6lamente f"ue necesario incorporar unos 

cuantos indels (FiKUras 1 y Z del Ap6ndice Z). 

Como resultado de los procedimientos del alineamiento se construyo 

una secuencia consenso para las Hbs de las plantas, la cual está 

f"ormada por 483 nucleOtldos y 161 residuos de amino ácidos de longitud 

(ver la Figura 3 del Ap6ndlce 2). El residuo de amino ácido más 

abundante en la secuencia t"ue la Alanina, que correspondió al 13.047. 

del total de los residuos; el PM estimado de la secuencia f"ue de 17.481 

KDa. lo cual concuerda con el PM de las Hbs monoméricas de las plantas. 
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La secuencia total presenta un 46.S?. de residuos "degenerados" en el 

nivel de la prot.elna. y un 44'?. en el nivel gentl!tico; es interesante 

hacer notar que ambos valores son muy parecidos entre si. lo que Indica 

que el nivel de variabilidad es similar entre estos 1renes y sus 

productos. Generalmente se ha encontrado que la variabilidad es mayor 

en el nivel gen6Uco que en el proteico debido a la redundancia del 

código 1ren6Uco (71), sin embargo, esto parece no ser el caso para las 

Hbs vegetales, lo que resulta de inter6s ya que al estudiar la 

varlablldad de las Hbs en las poblaciones naturales de las plantas, por 

ejemplo por procedimientos como la detección de lsoformas, es posible 

su1rerlr que la variabilidad que se observa en el nivel proteico es un 

reflejo de la variabilidad que esta presente en el nivel 1ren6Uco. 

Se detectaron tres reglones que est6.n muy conservadas en la SCTHBP: 

la primera, SCTHBP/A, que corresponde al fral(mento que se encuentra 

entre los nucleóUdos 25 a 57 que codifica para los residuos de amino 

6cldos que f"orman a la '"'-h6llce A; la &el(Unda, SCTHBP/C, que 

corresponde a los nucleóUdos 127 a 159 que codifican para los residuos 

de la '"'-h6llce C¡ y la tercera, SCTHBP/H, que corresponde a los 

nucleótldos 427 a 459 y que codifican para los residuos de la '"'-h6llce 

H. La cantidad de nucleóUdos de1renerados para cada una de estas 

re1rlones fue la siguiente: 397. para SCTHBP/A, 36.37. para SCTHBP/C, y 

27.27. para SCTHBP/H. Como resultado de estos c6lculos se determinó que 

la reglón mi!ls conservada es la SCTHBP/H, la cual forma parte del 

empaque al grupo herno en la estructura terciaria de la protelna (11). 

Por lo tanto, con base en los criterios de la cantidad de nucle6tldos 

de1renerados y de la localización en la estructura de la protelna, se 

supuso que la región SCTHBP/H es la que se encuentra sujeta a la 
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presión de selección mayor. y por lo tant.o debe estar muy conservada en 

otros grupos de plantas diferentes a las Leguminosas. Por esta razón se 

seleccionó a esta reglón como la sonda que se utilizar1a en los 

experimentos posteriores de hlbridizaci6n. a la cual se le designó 

SCHBP/H. 

Sin embargo. debido a que est.a reglón juega un papel muy importante 

en el empaque del grupo hemo por la Hb, y por lo tanto en su f"unclón, 

f"u6 necesario descartar la posibilidad de que esta región tambi6n se 

encuentre conservada en otras hemoprotelnas. El resultado de la 

b6squeda de slmllltud entre la SCHBP/H con las secuencias proteicas que 

contiene el banco de datos NEWAT'BS, demostró que SCHBP/H es exclusiva 

de las Hbs de las plantas, aunque existe cierta similitud con las Hbs 

de las bacterias, y en menor grado con las de animales (ver la Tabla 11 

del Ap6ndice 2). Esto resultó ser slgnlf"icatlvo porque al parecer la 

sonda que se deriva de esta SCHBP/H puede ser especlf"lca en la b6squeda 

de los aenes hb en las plantas; ademAs. la similitud que se encontró 

entre la sonda y la Hb de VltreoscUla (Tabla 11 del Ap6ndlce 2) puede 

ref"lejar el estado ancestral del cual divergieron las Hbs vegetales. Es 

interesante el notar que este posible estado ancestral tambl6n se 

ref"leja f"uertemente en el nivel de la composición total de amino Acidos 

ya que, como se indico con anterioridad. la Alanina es el residuo más 

abundante en la SCTHBP, en donde alcanza el 13?. del total; este residuo 

tambl6n es el mAs abundante en las protelnas de E. coU, asl como en 

las prot.elnas de los procariontes en general, en donde alcanza un 9.57. 

del total de los residuos (70). Por lo tanto, resultarla de inter6s el 

probar est.a sonda para la búsqueda de genes hb en otras bacterias, ya 

que la reglón de mayor slmliitud corresponde al f"ragmento SCHBP/H 
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cuando se alinéan la SCTHBP con la Hb de VttreoscLlla. 

OBTENCION DEL DNA TOTAL DE PLANTAS. Se intentaron diversos 

procedimientos de obtención del DNA total a partir de plantas 

superiores; de entre ellos, el que utlliza al detergente CTAB (63) rue 

el que dió los mejores resultados ya que el DNA prácticamente no se 

encuentra degradado (Figura lA) en comparación, por ejemplo, con el 

método de las minipreparaclones de Deliaporta et al. (72) (Flaura lB), 

en donde se observa que una buena parte del DNA está desradado. Por 

esta razón el procedimiento de obtención del DNA que se slaul6 a lo 

lareo del trabajo f"ue el del CTAB de Doyle y Doyle (63). 

El DNA que se obtuvo se caracterizó por medios espectroscópicos. En 

la f"lgura 2 se muestra el perf"ll de absorción del DNA del Frijol, el 

cual presenta maxlmos alrededor de 260 y 220 nm que son caracterfstfcos 

de los ácidos nucleicos; el perf"U de absorción del DNA de las dem•• 

plantas f"ue parecido al del Frijol, aunque en la mayor parte de ellos 

se observó mucho ruido en el espectro conforme el barrido se acercaba a 

los 220 nm, lo que seguramente se debe a la presencia de poUsac..-Jdos 

contaminantes en la preparación. En la tabla 1 se presentan las 

caracterlstlcas espectrales más importantes y el rendimiento de todos 

los DNAs que se estudiaron en este trabajo; la mayor parte de los DNAs 

mostraron un valor del R260/280 cercano a los 1.8, lo que indica que se 

losró eliminar una buena cantidad de las protelnas mediante los 

procedimientos de extracción, y a(ln cuando la pureza del DNA no f"ue 

total. las protefnas que se mantuvieron en 

en los procedimientos posteriores. como 

enzimas de restricción. 

la preparación no inf"luyeron 

f"ue la digestión con las 

En términos generales, el rendimiento del DNA de cada especie f"ue 



Figura l. Electroforésis en un gel de agarosa al 17. del DNA total 
que se extrajo de algunas plantas superiores por el método (A) del CTAB 
(63). y (B) de las minipreparaciones (72). El barrido intenso que se 
observa en (B) corresponde a los productos de degradación del DNA. 
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Figura 2. Espectro de absorción del DNA total del Frijol (70 na/mi 
de TES) que se obtuvo por el mt>todo del CTAB (63). 
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Tabl.a J:. caracter.1sticas espectral.es y rendimiento 
que se obtuvo a partir de diferentes especies vegetal.es 

del. DNA total. 
por el. m6todo 

del. CTAB (63). 

;;;;~i;·-----------------------;;;;;;;;--------------;;;;;.;;;.;;;2------

LEGUMJ:NOSAS: 
lfedicago .saciva 1.21 0.346 
Pha.seoJ.u.s vuaJ.garis 1.38 0.687 
GJ.ycine ma.r 1.21 1.300 
Le ns ap. 1.09 7.600 
EryChrina ap. 1.18 0.870 

CASUARJ:NALES: 
Ca•uarina 
cunninghamiana 1.23 0.086 

GRAJIJ:NEAS: 
oryza ap. 1.44 0.690 
Zea mays aap. mays 1.39 0.!560 
zea maya aap. mexicana 1.63 0.535 
Sorghum ap. 1.66 1.300 
Tricicum sacivum 1.32 2.000 

OTRAS: 
lfagnoJ.ia ap. 1.31 1.06 
Zamia CurCuracea 1.40 0.13 

1 El. tejido radical. fue l.a fuente de extracci6n para todas l.aa especie• 
con 1.a excepci6n de c. cunninghamiana y lfagnoJ.ia ap. en donde el. 
material. fue el. tejido fol.iar. 
2 El. rendimiento 
e (DNA) 

260
= 13200 

eat6 dado 
(64). 

como mg de DNA/g de tejido fresco tomando 
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bueno: las cantidades se encuentran en el intervalo de 0.346 a 7.6 rng 

de DNA/g de tejido fresco, para la Alfalfa y para la Lenteja, 

respectivamente. Además, no se observaron diferencias importantes en 

cuanto al tipo de tejido de donde se extrajo el DNA ya que, aunque el 

tejido embrionario es con el que se obtienen los mejores resultados, la 

ext.racclón a partir de las hojas de Ja Magnolia dio buenos resultados, 

en donde el rendimiento fue alto y la calidad del DNA fué buena (Tabla 

I)¡ en cambio, cuando se extrajo el DNA a partir de las hojas de la 

Casuarina, se presentaron diversos problemas en cuanto al rendimiento y 

a la presencia de alKUnos pigmentos contaminantes. El cAlculo de la 

cantidad del DNA que se obtuvo para cada especie coincidió bien cuando 

se realizó mediante procedimientos espectroscópicos y cuando se comparó 

con el corrimiento elect.rofor~t.ico patrón que contenla cantidades 

conocidas del DNA del timo de la ternera. 

Cuando el DNA se extrajo a partir del tejido follar de la Casuarina, 

el redimlento fue mucho menor, 0.086 mg de DNA/g de tejido fresco, del 

que se obtuvo para las dema.s especies (Tabla I); esto concuerda con 

alaunos reportes en donde se establece que el tejido f"oliar es una 

fuente rica para la obtención del RNA, pero que el rendimiento en la 

cantidad del DNA es muy bajo (73); sin embargo. este no es un caso 

aeneral ya que. como se indicó con anterioridad. la extracción es muy 

buena cuando <!>sta es a partir de las hojas de la Magnolia. Otro 

problema que se presentó cuando se obtuvo el DNA de la casuartna a 

partir del tejido follar, f"ue la presencia de un pigmento pardo, el 

cual aparentemente no int.erf"iere con la actividad de las enzimas de 

restricción, pero que puede dar lugar a un ''f"ondo" en el filtro de NC 

debido a su color cuando se realizan hibridizaciones del tipo ºDot" o 
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"Slot-Blot", de tal manera que la presencia de este pigmento pudiera 

Interferir con la detección de la serial que se deriva de la actividad 

de la f'osfatasa alcalina. la que resulta en un color azúl. Asl. se 

Intentaron diversos procedimientos para eliminar el pl11111ento de la 

preparación (Tabla 11), lo que a su v<!:z permitió obtener su 

caracterización parcial. 

Se cree que este piamento puede corresponder a compuestos de PM 

bajo, tales como los polif"enoles o las qulnonas, los cuales se derivan 

de la actividad de las fenol oxldasas (74). Estos compuestos deben 

estar presentes en el tejido rollar ln vtvo, ya que cuando se 

homoseniza el tejido en condiciones reductoras, en presencia del 

11-mercaptoetanol, no se Inhibe su slntesls y se les encuentra siempre 

en la preparación; probablemente, esta.n compartamentalizados dentro de 

la c6lula en estructuras como los peroxisomas, y simplemente se Uberan 

durante la homosenizaclón. 

La mayor parte de estos compuestos se unen al DNA (¿y a otras 

blomol<!:culas?) con una afinidad muy alta, ya que no se les encontró en 

forma libre en el extracto acuoso; este plsmento tampoco pudo ser 

quelado por el EDTA o fijado por la BSA, adem6.s de no ser dlallzable 

(Tabla 11). No se le pudo extraer con solventes ors6.nlcos, tal como el 

cloroformo, y siempre se le encontró en la rase acuosa, ya sea por su 

car6.cter hldrosoluble o por su alta afinidad hacia el DNA. Finalmente 

se le pudo separar del DNA de PM alto mediante cromatosrafla en 

Sephadex G-75 (Pharmacla-LKB) (Tabla 11). En la fisura 3 se puede 

observar que el pigmento eluy6 despu<!:s de los componentes de PM alto, 

que se encuentran en las fracciones 12. 19 y 21 (ver Fl2 en el recuadro 

de la Figura 3), aunque este pigmento continuó asociado con el DNA 



Tabl.a J:J:. caracter1aticaa del. pigmento pardo que se obtiene al. 
extraer el. DNA total. a partir del. tejido fol.iar de c. cunninghamiana 
por el. m6todo del. CTAB (63). 

SOLUBJ:LJ:DAD 

DXALJ:SXS 

QUELANTES: 
a. EDTA 
b. BSA 

REDUCTORES: 
a. IJ-MERCAPTOETANOL 

FJ:LTRACJ:ON: 
a. SEPHADEX G-75 

CAllACTEaJ:STJ:CA 

Hidrosol.ubl.e, en TEB 

No es dial.izabl.e 

No ea quel.ado 
No es fijado 

No inhibe su s1nteaia 

El.uye deapu6a del. DNA de 
tamafto mol.ecul.ar al.to 



Figura 3. Perfil de elución en Sephadex G-75 del DNA que se obtuvo 
a partir de las hojas de la Casuarina. Columna: 25 x LS cm; volúmen 
vaclo: 15 mi; eluyente: TES. •, rracciones en donde eluy6 el pigmento 
pardo; recuadro. electrororésis en un gel de agarosa de las muestras 
que eluyeron en las f"racciones F'l2, F'l9 y F'21; ~. ONA de tamafto 
molecular alto que está presente en Fl2. 

A(260) 
N ... 
;;: ;;: 

4.750 

4.250 
F12 

3.750 

3.250 

2.750 

2.250 
F21 

1.750 

1 .250 

0.750 
************************ 

0.250 
o 10 20 30 40 50 60 

C! 

70 

VOLUMEN DE ELUCION (mi) 



37 

degradado. ya que las fracciones en donde eluyó presentan una absorción 

alta a 260 nm: el pigmento no absorbió en la región del ultravioleta. 

solamente en el visible en donde tiene máximos en 592 y '557 nm. 

Por lo tanto. y con base en las evidencias anteriores. se sugiere 

que estos compuestos se liberan de las c~lulas del tejido f"ollar en el 

momento de la homogenlzación y se pegan al DNA con una af"lnldad muy 

alta en donde inducen rompimientos inespecff"icos, probablemente en la 

presencia de metales Ccu••. Fe+++) y/o de radicales libres CHO-. Oz-)¡ 

sin embargo, mediante la f"lltración en el gel fue posible recuperar el 

DNA de PM alto que no ha reaccionado con este compuesto, y ademAs fue 

posible separarlo de los productos de la degradación en los que se ha 

f"ljado el pigmento. Probablemente la presencia y el efecto que tiene 

este compuesto en las preparaciones del DNA sean la causa del 

rendimiento tan bajo que se obtiene cuando se extrae el DNA a partir 

del tejido f"oliar. Seré. interesante probar en el futuro algunos 

lnhlbidores especlficos de las enzimas que participan en Ja bioslntesis 

de estos metabolitos con el objeto de aumentar el rendimiento en la 

obtención del DNA a partir de las hojas, que es el tejido más accesible 

en las plantas. 

Se utilizó el DNA total de diversas plantas para los experimentos de 

hibridización. Sin embargo, f"ue necesario descartar el DNA de la 

Casuarina debido a que la cantidad que se obtuvo fue muy baja, aún 

cuando se le purificara mediante f"lltración en gel; esto mismo ocurrió 

cuando se Intentó extraer el DNA a partir del tejido follar de otras 

plantas, tal como las f"rondas de los helechos. 

CLONACION Y MARCA.JE DE LA SONDA SCHBP/H. Se obtuvieron 11 colonias 

t.ransrormantes (Ampr. x-Gal-) como resultado de la clonación. para las 
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cuales se obtuvo el plásmldo pHBCS/H, el que se digirió con Pstl Y 

Sphl, y se corrió electrof"oréticamente en un gel de pollacrllamida. En 

la riKUra 4 se muestra que la sonda SCHBP/H se clonó bien, ya que se 

recupera como un rragment.o dlscret.o de unos 20 KDa de PM despu6s de 

diserir el pl6smldo. 

Se marcó la sonda SCHBP/H por "Nick Translation" con derivados 

biotinllados, dATP-blotina, mediante el uso del kit "BloNlck Labellns 

System" ses<in las lntrucciones del f"abrlcante (GJBCO BRL). Sin embarso, 

el tamafto mlnimo de la sonda que se recomienda para el uso de este kit 

es de 50 pb; debido al tamafto de la sonda SCHBP/H, 33 pb, rue necesario 

el comprobar que se habla marcado ef"lcientemente por este sistema. En 

la riKUra S se aprecia que 300 ng de la sonda marcada dan una seftal 

Intensa cuando se f"ijan al nitro de NC¡ esta sonda se separó 

previamente de 

precipitación con 

los nucleótldos que no se Incorporaron mediante 

acetato de sodio-etanol. Esto demostró que es posible 

marcar ollsonucleótldos con un tamafto menor a los SO pb mediante el 

procedimiento de "Nlck Translation"; probablemente el limite Inrerlor 

en la lonsltud del oll11onucle6tldo a marcar sea de unos 20 a 25 pb ya 

que el sitio activo del rragmento Klenow de la DNA pollmerasa 1 acepta 

unos 19 pb (ver el esquema que se presenta en la p6gina 31 del cat•loso 

"Molecular Bloloslcals" (1986) de Pharmacla Fine Chemlcals). Por lo 

tanto. est.e rue el sistema de marcaje de la sonda que se adopt.6 durante 

el desarrollo del trabajo. 

HIBRIDIZACION POR "DOT" Y "SLOT-BLOT". Los primeros experimentos de 

hibrldlzacl6n que se realizaron utilizando la sonda SCHBP/H rueron 

mediante ensayos del tipo "Dot-Blot.". en donde se intentó probar la 

runclonalldad de la sonda al hibrldizar con los DNAs de aquellas 



Figura 4. Elect.rof"orésis nativa en un gel de pollacrllamlda al 77. 
(67) del plAsmldo pHBCS/H que se llnearlzó previamente con Pstl y Sphl. 
Las colonias corresponden a algunas de las transf"ormantes que 
contuvieron al plAsmido pHBCS/H (ver el texto). 

COLON:I:AS 

= 
::J - pHBCS/H 11 near t zado 

1 

Mr 20 ltDa 1---~~ 



Figura S. "Dot-Blot" en un filtro de NC de 300 ng de la sonda 
SCHBP/H que se marcó por "'Nick Translat.ion" al utilizar el kit "BioNick 
Labellng System" (GIBCO BRL). El revelado fue por el sistema NBT/BClP 
para la fosf"at.asa alcalina. 

o 
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plant.as que se sabe que contienen genes hb. En Ja rtgura 6 se aprecia 

que la sonda SCHBP/H hibridlzó bien con los DNAs sin digerir de las 

plantas que f'orman al grupo de los controles posl1:lvos, las 

Leguminosas, en donde la mayor intensidad de la hibridización se obtuvo 

con la Lenteja. 1.00. y la menor con la Alratra. O. 75. Para descartar 

la existencia de f'alsos posl1:lvos se Incluyó en las hlbridlzaclones a 

los DNAs de las ruentes animales: de tesUculos del salmón y de 1:lmo de 

ternera. La hlbrldlzaclón de la sonda SCHBP/H con estos DNAs f'ue 

slgnlf'lcatlvamente menor, 0.15 y 0.135 respectivamente, que la que se 

obtuvo con los DNAs de las LeKWDlnosas. Aún cuando existen los ¡renes hb 

en estOll DNA• de animales, Ja similitud con la sonda debe ser muy baja 

debido a los f'enómenos de divergencia, lo que resulta en seftales de 

hlbrldlzaclón d6blles; en la tabla JI del Ap6ndlce 2 se puede apreciar 

que el nivel de similitud es muy bajo cuando se compara la sonda 

SCHBP/H con las Hbs de diversas ruentes animales. De esta manera, y 

con base en 

existencia de 

inespeclf'icas. 

las evidencias anteriores. es posible descartar Ja 

ralsos positivos que resultan de hibridlzaciones 

Como se mencionó con anterioridad, la sonda SCHBP/H hlbridlza con 

todos los DNAs de las Leguminosas, pero la intensidad de Ja seftal rue 

dlf'erente para cada especie (Figura 6). Esto puede explicarse con base 

en Ja similitud que existe entre Ja secuencia de la sonda y el DNA 

blanco, en donde a mayor similitud se f'ljará una cantidad mayor de la 

sonda, y Ja seftal de hibridizaclón será mlis Intensa, y a Ja inversa. 

Alln cuando Jos eenes hb estén reiterados en las Leguminosas (74), y si 

se considera que esto pudiera determinar la intensidad de la seftal en 

Ja hibridlzaclón, debido a que se fijará una cantidad mayor de la sonda 
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Figura 6. Hibridización por "'Dot-Blot" de 20 µ.g del DNA total sin 
digerir de plantas Leguminosas y Gramlneas con la sonda SCHBP/H. Los 
controles corresponden a: ll 20 µg del DNA de testfculos del salmón 
(Sigma); y 2) 20 µ.g del DNA de timo de ternera CMerckJ. El revelado f"ue 
para Ja f'osf'atasa alcalina. En los paréntesis se indican Jos valores de 
intensidad relativa de la hibrldlzaclón, los que se obtuvieron de la 
siguiente manera: se f'otograf'iaron Jos f"iltros con los "Dot-Blots" y se 
realizó un barrido densltométrico al negativo para determinar la 
especie vegetal que presenta el pico mayor de transmitancJa (Ja 
Lenteja), en el que se obtuvo la altura máxima, y que sirvió para 
obtener Ja proporción relativa de acuerdo con la altura máxima del pico 
que presenta cada especie. 

Control. 1 
:·. control. 1 

(0.13) (0.17) 
> . 

Control. 2 control. 2 

(0.13) (0.14) 

Al.fa1f a Arroz 

(0.75) (0.45) 

Frijol. 

(0.90) 

Maíz 1 (0.84) 

Lenteja sorgc:i 1 
(1.00) (O. 45) 

Soya Trigo 
(0.88) (O. 70) 
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en aquella plant.a que contenga el n(lmero mayor de copias de los •enes 

hb. las diferencias en el número de copias que se han encont.rado entre 

las diversas especies no son lo surlclentemente grandes como para 

explicar las dls1:lntas Intensidades de hlbrldizacl6ri que se observaron 

cuando se hlbrldlz6 la sonda SCHBP/H con los DNAs de las Lesumlnosas. 

SI esto es asl, entonces llama la atención el hecho de que la serial de 

hlbrldizaclón mé.s Intensa resultó con el DNA que se obtuvo de la 

Lenteja, 1.00 (Figura 6), lo que suslere que la secuencia de la sonda 

SCHBP/H tiene una similitud mayor con esta planta que con las demAs 

Leguminosas. Esto es relevante desde el punto de vista de que, aunque 

ya se han purificado las Lbs de la Lenteja, todavla no se han clonado y 

secuenciado los senes que las codifican, y con base en los criterios 

anteriores se espera que la reslón que hlbridlza sea altamente similar 

a la secuencia de la sonda SCHBP/H. 

AdemAs de hlbrldlzar con los DNAs de las Leguminosas, la sonda 

hlbrldlz6 con los DNAs de las Gramlneas (Figura 6). Esto resultó de 

mucho lnter~s ya que ~stos fueron los primeros resultados que indicaron 

la posible existencia de senes hb, o secuencias muy relacionadas con 

ellos, en las plantas Gramlneas. Al Igual que con las Lesumlnosas, la 

sonda SCHBP/H hlbrldlz6 con Intensidades diferentes entre las 

Gramlneas, en donde la serial mé.s Intensa se detectó con el DNA del 

Malz, 0.84, y la de menor intensidad con los DNAs del Arróz y del 

Sorso, 0.45, pero que sin embarso fueron siKDificatlvamente mayores a 

las seriales que se obtuvieron con los controles nesat.lvos. Sl se 

considera nuevamente la posibilidad de que la Intensidad de la serial de 

hlbrldlzaclón se relacione directamente con el nivel de similitud que 

existe ent.re el DNA blanco y la sonda, Independientemente del nQmero de 
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coplas de los genes hb, entonces es f"actlble el proponer que estos 

posibles genes hb tienen un nivel de similitud semejante en la Soya y 

en el Malz, ya que ambas muest.ran seftales de hibridización parecidas, 

0.88 y 0.84 respect.lvamente, y en la Alf"alfa y el Trigo, con seftales de 

O. 75 y O. 70 respectivamente (Fisura 6). 

En cuanto a la especificidad de la sonda SCHBP/H en la 

hibridizacl6n con los DNAs de las Leguminosas y de la'! Gramlneas, la 

ausencia de seftales en la hlbridlzaclón con los DNAs de las f"uentes 

animales fue un criterio para descartar la existencia de falsos 

poslt.lvos~ Sin embarso, la astrlqencla con la que se lavaron los 

f"lltros rue otro par6metro que permitió asesurar con mayor conf"lanza el 

que las reslones que hlbrldlzan con la sonda corresponden a senes hb; 

la astriqencia alcanzó hasta 0.16x de ssc en una solución que contuvo 

SOS al O.l'T., y los lavados se realizaron a 65°C (ver Materiales y 

M6todos). En esta astrlqencia se espera que las sondas que hlbridlzan 

de manera inespeclf"lca sean lavadas. 

resultados que se obtuvieron mediante experimentos de 

hibridizaclón del t.lpo "Oot.-Blot" (Fisura 6) rueron reproducibles bajo 

las mismas condiciones. En la f"lgura 7 se muestra la hlbridlzaclón de 

la sonda SCHBP/H con los DNAs de varias plantas superiores, asl como 

con los controles nesat.lvos. En este ensayo se incluyeron los DNAs de 

alsunas plantas que son de lnter6s desde el punto de vista evolut.lvo, 

como es el Teoslnte, el cual se ha sugerido como el ancestro del Malz 

cultivado (76), la 

en la dicotomia 

Masnolla, 

que dló 

cuya 

lusar 

ubicación 

a los 

rnosen6t.lca 

linajes de 

se 

las 

encuentra 

mono y 

dicotiledóneas (77), y una Clcada, que representa a uno de los estados 

ancestrales con mayor antlsUedad entre las plantas vasculares (78). 
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Figura 7. Hibridización del tipo "Slot-Blot" de 20 fil del DNA total 
sin digerir de plantas superiores con la sonda SCHBP /H. El revelado fue 
para la fosfatasa alcalina. 
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Los resultados de la hibridizaci6n fueron de mucho inter6s ya que la 

sonda SCHBP/H no di6 seflal alguna con los DNAs de fuentes animales, 

pero hibridiz6 bien con los DNAs de las Leguminosas, y con menor 

intensidad con los DNAs de las Gramlneas y de las dem6.s plantas no 

Dlcotlled6neas (Figura 7). En t6rmlnos aenerales, se puede apreciar 

cómo disminuye la intensidad de la seflal de la hibrldlzación en 

relación con el aumento en la distancia filosen6tlca, a partir de las 

Lesuminosas y hasta llegar a la Clcada; la excepción a este patrón 

corresponde al Sorgo, en donde la intensidad de la seflal es muy d6bU. 

Los resultados que se muestran en la fisura 7 son slsnlflcatlvos 

desde el punto de vista de que, ademAs de estar presentes en las 

Gramlneas, los genes hb tambi6n pudieran encontrarse en plantas que 

representan linajes ancestrales, como lo son la Masnolla y la Clcada, 

lo que susiriere que estos genes descienden, por lo menos, a partir del 

ancestro de las plantas vasculares, lo que apoya la hipótesis de la 

evolución vertical de los genes hb en el reino Plantae (48, 54, 57). 

AdemAs, esta sonda SCHBP/H puede ser (Jtll para aislar •enes hb. en 

diversas plantas, inclusive en aquellas que son fllosen6tlcamente 

distantes de las Leguminosas; es t. os •enes se pueden utilizar 

post.erlormente como sondas molecularese 

HIBRIDIZACION DIRECTA EN GELES DE AGAROSA. Adem•s de las 

hlbridizaciones del tipo "Dot" y "Slot-Blot", ·se intentaron 

hlbridlzaciones del tipo "Southern-Blot" (79) (en filtros de NC o de 

nylon IN•, Amersham)) con los DNAs que se digirieron previamente con 

EcoRI y Htndlll, y que se separaron en seles de pollacrllamlda o de 

qarosa. Aunque los DNAs se digirieron bien (Fisura 8), y se aplicaron 

cantidades altas de los digeridos a los geles, hasta 25 µs. nunca fue 
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posible obtener resultados positivos debido a que la sonda SCHBP/H es 

de un t.amafto molecular muy pequen.o, de 33 pb,, y a que está. degenerada 

porque proviene de una secuencia consenso. Estas fueron las causas por 

las que no se encontraron las condiciones óptimas para la hibrldizaclón 

y/o para el lavado: no se detectaron seftales cuando los rlltros se 

lavaron con una astrinaencia alta. en cambio se desarrolló demasiado 

"rondo" en el rutro cuando la astringencia del lavado fue baja. con la 

consecuencia de que no se pudieron detectar las seftales. 

Por lo tanto. se opto por seguir las recomendaciones de Melnkoth y 

Wahl (80) en el sentido de realizar las hibrldizaciones directamente en 

el ael cuando se trata del uso de una sonda de tamafto molecular 

pequerlo. En el recuadro de Ja Figura 9 se observa que f"u6 posible 

obtener seriales de hibrldización para algunas Leguminosas, la Lenteja y 

la Soya, y para algunas Gramlneas, el Sorgo y el Trigo, mediante la 

aplicación del procedimiento de Gontljo et al. (68) (ver Materiales y 

· M6todos); el sel presentó mucho "f"ondo" debido a que los lavados se 

realizaron con una astrisencia baja de 6x de SSC, sin embargo las 

seftales que se obtuvieron corresponden a bandas que muestran tamaftos 

moleculares que se encuentran entre Jos 4 y 20 Kpb, adicionalmente a Ja 

seftal del DNA sen6mico, cuyo tamafto molecular es mayor a Jos 21.2 ·Kpb. 

No f"ue posible descartar la presencia de hibridizaclones 

lnespeclf"icas en el caso de Ja hibridlzaci6n directa en el gel debido a 

que los lavados rueron con una astringencia muy baja. ya que las 

seftales desaparecieron al aumentar dicha astringencia. Por lo tanto. se 

debe considerar con cautela a estos resultados. Sin embargo, en el caso 

de que estas seriales de hlbridizacl6n correspondan a genes hb 

aut~ntlcos. entonces ~stos pudieran ser polimórricos en la Lenteja, el 



Figura 9. Hibridización directa en un gel de agarosa al 1.51. (68) 
de 5 118 del DNA de plantas superiores (digerido con Hindlll) con la 
sonda SCHBP/H. A, Dicotiledóneas; 8, Monocotiledóneas. 1, gel teñido 
con bromuro de etidio; 2, hibridización y revelado para fosfatasa 
alcalina. -+, bandas que hibridizan con la sonda. Recuadro: panorama 
general del gel después de la hibridización. Los marcadores del tamaño 
molecular corresponden al digerido de ~ con EcoRl/HindIII, y se 
expresan en Kpb. 
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Sorgo y el Trigo, ya que se detectan de 2 a 3 bandas. con t.amaf\os 

moleculares dif'erentes. además de la banda que corresponde al aen6mlco. 

Para confirmar la Identidad de es1:os fragmen1:os que hibridlzan con la 

sonda. como presuntos genes hb, se deberA realizar la clonaclOn y la 

secuenciación de estos fragmentos; sin embargo. los 

experlmen1:ales que condujeran hacia la ob1:enci6n de 

procedlmien1:os 

la secuencia 

consurnirlan demasiado tiempo debido a que est.os rragment.os •on de un 

1:amal\o molecular muy grande, en1:re 4 y 20 Kpb. Por es1:a razón se optó 

por intentar la amplificación especifica de la reiilón del DNA que 

hlbrldlza con la sonda SCHBP/H mediante procedlmlen1:os del Upo PCR 

(81). 

AMPLIFICACION GENETICA POR PROCEDIMIENTOS DEL TIPO PCR. Con base en 

la secuencia consenso total para las Hbs de plantas (ver la Fl•ura 3 

del A~ndlce 2) se dlsel\aron 4 sondas (Tabla llll con el objeto de 

ampliClcar especlf'lcarnent.e las secuencias que se encuentran entre la• 

reglones mé.s conservadas (Figura 10): el rragmento C-H que Uene el 

1:amal\o de unas 836 pb, el cual se amplifica al u1:llizar el par de 

sondas 511.3 y 510.3, y el fragmento A-H de unos 1068 pb que se 

amplifica al u1:illzar las sondas 399 y 398. Se ha SUiierldo con 

anterioridad el "degenerar" a las sondas mediante la adición de 

secuencias de restricción para raclll1:ar la clonación pos1:erlor de los 

fragmentos que se amplifiquen (82). En nuestro caso, las sondas son 

degeneradas ya que se les al\adieron secuencias para Pstl y para Sphl 

(Tabla 111) con el obje1:o de poder clonar los fragmen1:os resul1:antes en 

el vect.or pUC19. Por lo t.anto. se les denomino a est.as sondas como 

"superdegeneradas" debido a que contienen los sitios de restricción y a 

que provienen de una secuencia consenso; ademiis. por esta ült.ima razón, 



Tab1a XXX. 
uti1izaron para 
por PCR. 

.caracter1sticas principa1es de 1as sondas que se 
amp1ificar fragmentos de 1os genes hb de 1as p1antas 

510.3 

511.3 

399 

.398 

a-h61ice e 

a-h61ice H 

a-h61ice A 

a-h61ice H 

26 50 

27 52 

29 52 

27 52 

50 64.8 Pst:X 

48 66.6 SphX 

48 68.2 Pst:X 

48 66.5 SphJ: 

1 E1 Tm CºC) se ca1cu16 de acuerdo con 1a f6rmu1a (65): 
Tm-69.3+0.41(G+C)~-650/L, en donde L=1ongitud de1 o1igonuc1e6tido. 



Figura JO. Esquema general que muestra la longitud total de los 
a:enes hb de las plantas Dicot.iledoneas. .. y ~. posición de las sondas: 
-· reglones ma.s conservadas; .,.... posición aproximada de los intrones 
UvS'i. En la parte inferior se indica el tamaf\o de los int.rones y de 
las regiones codif'icantes que se han calculado en diversas plantas 
Oicot:iledóneas. 

1068 pb 

·---------------------------------------------· 
836 pb .. -------------------------· 232 pb 

·-------------------~ A C H 
s· ................................................. ._ __ 

ESPECIE 

Trema 

Paraapon1a 

Seaban1a 

~ 
JVSJ 

LONGITUD DEL 
INTRON (pb) 

Ivs:r- 127 
:rvsI:r- 348 

:rvs:rI:r- 159 

Ivs:r- 122 
:rvsI:r- 334 

:rvsII:r- 159 

Ivs:r- 105 
:rvsI:r- 307 

IVSIIZ= 240 

~ ~ 
IVSII IVSIII 

REGION 
CODIFICANTE1 

A a e 
A a H 
e a H 

LONGITUD 
(pb) 

105 
434 
329 

REF. 

32 
32 
32 

32 

32 

3' 

1La 1ongitud de ••ta• regiones codificantes corresponde a un valer 
promedio entre los genes hb de diferentes especies. 
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las sondas no son complementarias en su totalidad con el DNA de las 

plantas que se estudiaron en este trabajo. Esto tuvo implicaciones 

importantes en cuanto a la selección de la astringencia de la 

temperatura en la que se llevó a cabo el alineamiento. la cual no 

deberla ser alta. 

Se estandarizaron las condiciones de la ampl if"lcaclón al evaluar 

dlferent.es parámetros. En la figura 11 se muestra el erecto que tienen 

algunos de estos factores al amplificar un rragmento de 500 pb de 

lonalt.ud del DNA del fago 1\; los componentes de este sistema de 

arnpllrtcaclón corresponden al kit "GeneAmp" (Cet.us. Perkin Elmer). Se 

obtuvo un rragmento de unos 500 pb cuando se ampllricó bajo las 

condiciones est.ándard que recomienda el f"abrlcant.e, y utilizando la 

enzima AmpllTaq del mismo kit. Est.a ampllricaclón no se modlric6 

drAst.lcamente cuando se aftadló µg del DNA del Frijol a la 

preparación, de tal manera que la presencia de un DNA de tamafto 

molecular grande no lnrluye en Ja ampllricaclón. 

Sin embargo, en la f"igura 11 se muestra que f"ueron dos los f"actores 

que lnrluyeron de manera lmportant.e en la amplificación: Ja ruente de 

la enzima Taq DNA polimerasa y el pH de la solución de los dNTPs. 

Prácticamente no se observó amplif"icac16n alguna cuando se utilizó la 

enzima Taq DNA pollmerasa de GIBCO BRL, en comparación con la AmpllTaq 

de Cet:us; por Jo tant:o, parecen existir dif'erencias import.ant.es entre 

los lot.es y la ruente de las enzimas; sin embargo en algunos t.rabajos 

se reporta la amplif'icación ef',iciente cuando se utiliza la enzima de 

GIBCO BRL, o de otras f"uentes (ver 83). 

En rechas recientes se ha utilizado con más f'recuencia el f'ragmento 

St.of"f"el de Ja enzima AmpllTaq (Cetus), el cual consiste de una Taq DNA 



Figura 11. Efecto de diversos parámetros en la amplificación por 
PCR de un f'ragmento de 500 pb del fago ~. La separación electroforética 

· fue en un gel de agarosa al 17.. Los componentes de la amplif'icación 
estándard ("- std) f'ueron de acuerdo con las intrucciones del f'abricante 
del kit "GeneAmp" (Cetus). Los ciclos de amplif"icación f'ueron los 
si~uientes: 1 ciclo: 95°C/2 min; 37 ciclos: 46°C/l.S min, 72°C/1.S min, 
95 C/1.0 rnln; 1 ciclo: 72°C/ S min. 
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polimerasa que se ha modificado al eliminar unos 30 residuos de amino 

écidos del extremo carboxilo terminal; esto le confiere una 

termo-estabilidad mayor a la enzima, ademés de un intervalo m•s amplio 

en cuanto a su actividad en dif"erentes concentraciones de .,_++ (84). 

Esta enzima f"ue la que se seleccionó en este trabajo para los 

experimentos de amplificación. 

El sesundo f"actor que inf"luyó de manera importante en la 

amplificación del f"ragmento de 500 pb del f"ago A f"ue el pH de la 

solución de los dNTPs. En la f"igura 11 se observa que no existe 

amplificación alsuna cuando la solución de dNTPs no se neutraliza. Esto 

se debe seguramente a que cuando la solución de ampllf"icación contiene 

a los dNTPs sin neutralizar, el pH disminuye de 8.0 a 6.5. lo que debe 

af"ectar la actividad de la enzima cuyo m6ximo se encuentra alrededor 

del pH B.O; los valores de pH de una solución 20 rnM de los dNTPs 9e 

encuentran entre 3.5 y 5.0, se¡r(ln el desoxinucleótldo de que 9e trate. 

Ademlls, se ha reportado que la f"idelidad de la amplificación disminuye 

notoriamente cuando no se neutraliza la solución de los dNTPs (85). 

Por lo t.ant.o. con base en experimentos como el anterior ee 

establecieron las condiciones de amplif"icación por PCR de los gen- hb 

en las plantas de estudio; sin embarao. las condiciones generales 

variaron de especie a especie debido, principalmente, a la 

complementariedad que existe entre las sondas y el DNA blanco. 

Asl, se logró amplificar un f"ragmento con alrededor de 1.2 Kpb de 

longitud para el DNA del Frijol al utilizar las sondas 511.3 y 510.3, 7 

una temperatura para el alineamiento de 46°c (Figura 12). El fragmento 

que resultó de la amplif"icación tuvo un tamafto mayor al que se 

esperaba, de unos O. 8 Kpb. Sin embargo, aunque estas condiciones 



Figura 12. Amplificación por PCR de los genes hb de (A) la Alf"alra 
y (8) del Frijol al utilizar las sondas 510.3 y 511.3. Los marcadores 
del tamaño molecular corresponden al digerido de A con EcoRl/Hindlll. y 
se expresan en pb. -+. f"ragmento del Frijol que se amplificó con una 
longitud de 1.0 a 1.2 Kpb. 
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f'uncionaron para el Frijol. esto no ocurrió para la AlCalf"a en donde se 

obtuvo un barrido. 

Los resultados anteriores f"ueron poco reproducibles cuando se 

utilizó el par de sondas 511.3 y 510.3 ya que con mucha f"recuencla se 

obtuvo· un barrido con un tamafto molecular grande. Bell y De Marlnl (86) 

reportan que cuando el número de ciclos para la amplif"icaclón es 

excesivo. mayor a 32. se puede presentar un barrido con la disminución 

consecuente del producto especlf"ico de la ampllf"lcación. Por lo tanto, 

al reproducir las condiciones de ampllf"lcaclón de estos autores, pero 

para el sistema de los genes hb, se encontró que el rendimiento en el 

producto aumenta substancialmente cuando se lncrement.a el ntamero de 

ciclos de la ampllf"lcaclón a un número mayor a 40, sobretodo al 

disminuir la astrlnsencla de la temperatura del alineamiento hasta los 

37°c. 

De esta manera, f"ue posible obtener f"ragmentos discretos de la 

ampllf"lcaclón para las Gramlneas, en particular para el Malz, el Sorgo 

y el Triso (Fisura 13A), al utilizar las condiciones anteriores y el 

par de sondas 399 y 398, que en teorla pueden ampllf"lcar un f"ragmento 

de 1 Kpb. que incluye tres lntrones. al considerar la estructura de los 

senes hb en las Dicotiledóneas (Figura 10). Los tamaflos moleculares de 

los f"ragmentos que se ampllf"lcaron se encuentran entre los 100 y 400 

pb, en donde la banda mllls evidente f"ue la de 400 pb del Sorgo. En 

cambio. no se obtuvo producto alguno cuando se utilizó el par de sondas 

511.3 y 510.3, bajo las mismas condiciones que para la ampllf"lcaclón 

anterior (Figura 138). Por lo tanto, el par de sondas 399 y 398, que 

ampllf"lcan a la reglón A-H. son adecuadas para amplif"icar genes hb en 

las Gramlneas. 
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Figura 13. Amplif"lcación por PCR de los genes hb de plantas 
no-Dicotiledóneas al ut:illzar (Al el par de sondas 399 y 398, y (8) el 
par de sondas 510.3 y 511.3. El control negat:ivo contuvo todos los 
componentes de la ampliflcaclón pero sin el DNA eenómlco. La separación 
electrofor<!>tlca fue en un gel de agarosa PE (Cetus) al 3~ en TBEB. Los 
marcadores del tamafto molecular corresponden a los digeridos de ll. con 
E:coRl/HLndlll, y de pBR322 con Haelll, y se expresan en Kpb. 
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Es posible determinar la especificidad con la que se ampllrlcan los 

'fragmentos al aumentar la astringencia de la temperatura del 

alineamiento. esperando que desaparezcan los productos inespeclflcos. 

En est.e sentido, se observó un 

inicialmente cuando se aumentó 

efecto contrario 

la astringencia 

al 

a 

que se esperaba 

42ºc durante la 

ampllficacl6n de los DNAs de las Leguminosas y las Gramlneas, al 

utilizar el par de sondas 399 y 398: no desaparecieron los posibles 

rrasment.os inespeclf"icos sino que se obtuvo un barri~o, particularmente 

en las Grarnlneas (Figura 14). Por lo tanto, el aumento en la 

temperatura del alineanient.o f"avorece la formación de concatenamero• a 

partir de los productos originales de la amplificaclOn; estas 

observaciones no se han publicado con anterioridad. En la fisura 14 

tambi<!:n se puede observar que el par de sondas 399 y 398 tienen una 

complementariedad baja con los DNAs de las Leauminosas, ya que no se 

detectan productos de la ampllficaci6n. 

Finalmente, en la figura IS se muestra una sinopsis de los 

fragmentos que se lograron amplificar mediante procedimientos del tipo 

PCR para algunas Gramlneas. Los factores que determinaron la eficiencia 

de la ampllficaci6n fueron: al el uso del par de sondas 399 y 398; b) 

el uso del fragmento Stoff"el de AmpllTaq (Cetusl; c)la baja 

astringencia en la temperatura del alineamiento, a 37°C; y d) el alto 

níamero de ciclos de ampllflcaci6n, 4S. El tamafto aproximado de los 

fragmentos que se amplificaron fue el siguiente (Figura IS): Malz, 100 

y 130 pb; Sorgo, 200 y 430 pb; y Trigo, 300 y 430 pb. Aunque en teorla 

se esperaban fragmentos con un tamafto molecula: mayor, entre 0.8 y 1.2 

Kpb (Figura 10), resulta de mucho inter6s el hacer notar que el tamafto 

de los f"ragmentos que se amplificaron, entre los 300 y 430 pb, 



Figura 14. Ef'ecto del aumento de la astringencia de la 'temperatura 
del alineamiento. a 42°C. en la amplificación por PCR de los DNAs de 
plantas superiores al utilizar el par de sondas 399 y 398. La 
separación electrof'orética fue en un gel de agarosa PE (Cetus) al 37. en 
TBES. 
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Figura 15. Fragmen1:os que resultan de la ampllf"lcaclón por PCR de 
los genes hb de las plan1:as Gramlneas al u1:1Jizar el par de sondas 399 
y 398. La separación electroforética f'ue en un gel de agarosa PE 
(Ce1:us) al 37. en TBES. Las f"lechas Indican las bandas más evlden1:es. 
Los marcadores del tamano molecular corresponden a los digeridos de A 
con E'coRl/fftndlJI, y pBR322 con Haelll, y se expresan en pb . 
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corresponden a la longitud aproximada de la reglón codificante de los 

aenes hb en las Dicotiledóneas, lo cual conduce a pensar 

inevitablement.e, que est.os genes pudieran carecer de int.rones en las 

Gramlneas. Si est.o se puede confirmar post.eriorment.e, la ausencia de 

int.rones en est.as plant.as result.arla muy signlflcat.ivo desde el punt.o 

de vista evolutivo. ya que se ha sugerido que el gen hb ancestral del 

linaje de las plantas contenla la combinación 4 exones/3 lntrones (54), 

lo cual se pondrla en duda en el caso de demost.rar la ausencia de 

lnt.rones en las Monocot.11ed6neas, y que ademé.s llevarla a pensar que 

los senes hb en estas plantas pudieron ser el resultado de f"enómenos de 

transrerencla sen6Uca horizontal (38); el candidato mé.s importante 

como fuent.e de est.os senes lo serian los insectos ya que se ha 

encontrado que en est.os or•anismos los genes hb carecen de lntrones 

(39). Por supuesto, estas posibilidades son 6.ltamente especulativas, y 

la confirmación vendr• desput!:s de secuenciar los f"ragmentos que se 

amplifican por PCR para los genes hb, y de comparar dichas secuencias 

con los •enes correspondient.es en los insectos. 

Debido a que las sondas se dlseftaron con extremos fianqueantes para 

Pstl y Sphl (Tabla llll. con el objeto de poder clonar con mayor 

f"acllldad los productos de la amplificacl6n, actualmente se desarrollan 

procedlmient.os que conduzcan a la obtención de la secuencia de estos 

rrasmentos. lo cual permltirlll establecer lnequlvocamente la presencia 

de los genes hb en las Monocotiledóneas. 
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V. CONCLUSIONES. 

Dentro de los estudios de tipo evolutivo conf"orme se avanza en el 

conocimiento de los organismos vivos y de sus antepasados, resultan m6• 

evidentes los principios que han permitido edlricar una •erle de 

hipótesis con base en la teorla de la evolución de Charles Darwin (87): 

la unidad y la diversidad. Para cualquier ejercicio mental sano, 

resulta muy dlrlcll el entender al mundo blolóslco si no es con ba9e en 

los t6rminos evolutivos, con su componente directriz: la .. lección 

natural. Gracias al crecimiento explosivo que se ha pre .. ntado en la• 

QlUmas d6cadas en el desarrollo de las ramas experimentales de la• 

ciencias biolóslcas, tal como la biolosla molecular, .. ha acumulado 

una sran cantidad de información que ha permitido confirmar •userencla• 

de Upo evolutivo que se propusieron en el pasado, asl como conocer con 

detalle los mecanismos por los cuales cambian los orsanl•mo• y su• 

estructuras, lo que les permite adaptarse al ambiente que les rodea. 

Tal vez nunca podamos reconstituir rielmente los fenómeno• que 

ocurrieron 

el orlsen 

debido a 

en 

de 

el pasado, tal como el ortsen de nuestro 

nuestro planeta, o el orlsen de la vida 

•l•tema solar, 

en la Tierra, 

que cuando ocurrieron 

acontecimientos, 

no 

sin 

estuvimos 

embara:o, 

presentes 

sraclas al entendimiento del 

e•to• 

mundo 

orsllnlco actual lograremos comprender lo que el pasado fue; e•to no• 

darll tranquilidad y satisfacción intelectual en el futuro. 

En el presente trabajo se Intentó obtener información que contribuya 

al esclarecimiento del origen y la evolución de los senes hb en la• 

plantas. Las Hbs de los animales se han estudiado con mucho detalle 

(ver 88) y representan uno de los ejemplos mlls claros en donde la 

evolución molecular se ha vinculado de manera estrecha con el 6xlto 
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adapt..ativo de los organismos (89). Sin embargo. en el caso de las 

plant.as el estado actual de los conocimientos para los genes hb ha 

permitido alcanzar el nivel de la especulac16n y de las sugerencias, en 

tanto no se obtengan datos experiment.ales adicionales. Por ejemplo. 

todo parece indicar que los senes hb de los animales y de las plantas 

descienden a partir del mismo ancestro procarionte (ver Introducción), 

sin embar•º• estos senes s61amente se hablan detectado en Trema y en 

las Dicotiledóneas que nodulan y que fijan el nitrógeno: no se pudieron 

detectar en otras plantas cuando se utilizaron sondas de genes hb 

-peclflcas o t6cnicas de espectroscopia de alta sensibilidad (C.A. 

Appleby, comunicación personal) previamente a este trabajo hasta donde 

sabemos. Entonces ¿son el resultado de lineas evolutivas horizontales o 

verticales los senes hb de las plantas? 

Para el desarrollo de este trabajo se confió totalmente en los 

presupuestos de las ideas evolutivas y se construyó una secuencia 

con-nso para los senes hb de las plantas, con el objeto de detectar 

las reglones m•s conservadas, al suponer que estas regiones tambl6n 

deberlan estar conservadas en los senes hb de otras plantas, en 

particular aquellas re.iones que son esenciales para el funcionamiento 

de la protelna, como lo es la reglón SCHBP/H que forma parte del 

empaque al srupo hemo (32, ver Ap6ndlce 2). La estrategia del uso de 

las secuencias consenso para sintetizar sondas moleculares 

utilizado por diversos autores con anterioridad, quienes 

aplicado exitosamente en procedimientos de hlbridizaclón 

amplificación por PCR (90, 91). 

se ha 

la han 

y de 

Asl. se seleccionaron las regiones ma.s conservadas despu~s del 

ejercicio teórico por el que se obtuvo la SCTHBP. y se desarrollaron 
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procedimient.os experimentales que permitieron obtener resultados de los 

cuales se concluye: a) la sonda SCHBP/H es f"uncional cuando se 

hlbrldlza con los DNAs que provienen de las Leauminosas, y puede ser 

útil para llevar a cabo estudios moleculares en esta f"amllia de 

plantas, como lo es la detección de polimorfismos o la determinación de 

la expresión de los genes hb en diversos tejidos de la planta; bl esta 

sonda hibridiza con los DNAs de las no-Dicotiledóneas, en donde la 

Intensidad mayor de la hibridización es con las Gramlneas, lo que 

suciere que estas plantas contienen genes hb al lsual que las 

Dlcotiledóneas; c) la sonda tiene un "alcance filogenc!>tlco" amplio, ya 

que hlbrldlza con los DNAs de plantas primitivas, como la Magnolia y la 

Clcada, aunque la intensidad de la serial disminuye en relación con el 

aumento en el tiempo de divergencia; d) esta sonda se puede utilizar 

para aislar senes hb. o secuencias muy relacionadas, de diversas 

plantas; y e) esta sonda en conjunto con la que se deriva de la reglón 

A, SCHBP/A, son lo suficientemente similares con algunas reglones 

especificas del DNA de algunas Gramlneas, lo que permite amplificar 

f"rqmentos discretos por PCR. 

Los resultados de este trabajo sugieren fuertemente que los genes hb 

est.6n presentes en las Gramlneas, y tal vez tambit!=n en otras plantas 

vasculares, sin embargo la confirmación definitiva de la Identidad de 

las reglones que hibrldizan con la sonda SCHBP/H, y de los fragmentos 

que se amplifican al utilizar las sondas 399 y 398, tendrli que provenir 

de la secuenclaclón de dichos fragmentos. Hasta el momento, todo parece 

indicar que los aenes hb son comunes en el reino Plantae y que 

compartieron el estado ancestral con los genes hb de los animales, hace 

unos 600 x 106 arios o mlis. 
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Probablemente los genes hb de las plantas descienden por linea 

directa de los genes hb de las bacterias. Esta suposición se apoya en 

el hecho de que ambos senes tienen un valor alto de similitud, 

particularmente en la resión SCHBP/H (32), además de que el contenido 

de Alanina es alto en la SCTHBP al igual que en las protelnas de los 

procariontes (70). Tal vez estas dos caracterlsticas, asl como la alta 

arlnidad que tienen las Hbs vesetales hacia el 02 (57), sean vestisios 

ancestrales que se han conservado en los senes hb de las plantas. 

Por otro lado, debido a que la resión que se utilizó como la sonda 

SCHBP/H es la m6s conservada en la SCTHBP, y a que esta sonda 

(¿universal?) hlbrldizó con los DNAs de diversas plantas superiores, se 

propone que se considere a esta rea:ión como la "firma" ("sianature") 

para las Hbs de las plantas con la sisuiente secuencia: -XAYDXLXXXIK-. 

Finalmente, además de la relevancia desde el punto de vista 

evolutivo, la presencia de los senes hb en las monocotliedóneas tiene 

interú desde una perspectiva rlsiolósica. 

En los Qltimos aftas se ha losrado Inducir en las ralees de alsunas 

Gramlneas el desarrollo de estructuras semejantes a 

procedimiento consistió en tratar al tejido radical de 

Arróz con celulasas y con polietll"nslicol, 

los nódulos. El 

la Avena y del 

para infectar 

posteriormente este tejido con cepas de RhLzobLum legumLnosarum biovar 

trifolii que se trataron previamente con los flavonoides luteolina y 

narinsenina, que son inductores de los genes nod de la bacteria (92); 

en el sesundo caso, se trató a AzospLrLUum con el factor de 

crecimiento 2,4-D, con el cual se infectaron las ralees del Trigo (93). 

En ambos casos se encontraron los simbiontes en el interior del "tejido 

nodular". aunque hasta este momento no se ha demostrado que los 
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mlcroslmblontes fijen el nitrógeno dentro de dicho tejido. 

Por lo t.anto. la detección de los genes hb en las Grarnlneas llevar6. 

posteriormente a determinar si estos genes se expresan, y en que tejido 

lo hacen. de tal manera que el grupo de genes que codif'lcan para las 

"nodullnas clalslcas" se pudieran expresar en 

pudiera f'avorecer el establecimiento de una 

estas plantas, y 

simbiosis que a la 

asl se 

postre 

pudiera ser f'unclonal en estas plantas que son de mucha importancia 

como ruente de alimento. 
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A lo largo de esta revisión se utiliza el género Rhizobium 
para referirse a las bacterias fijadoras del nitrógeno que 

forman simbiosis con especies de la familia Leguminosae, Y 
que pertenecen a la fa~ilia Rhizobiaceae. 

RESUMEN 

Los procesos morfogenéticos son el resultado de la 
diferenciación de grupos de células en tejidos 
especializados. Durante este proceso ocurre la expresión 
diferencial de determinados genes y, como consecuencia, la 
síntesis de proteinas especLficas. Los nódulos radicales de 
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las plantas fijadoras del nitrógeno son un modelo interesante 
de estudio, ya que en ellos se han podido esclarecer muchos 
procesos morfogenéticos: se han detectado proteínas 
específicas de estos órganos. su síntesis temporal a lo largo 
del desarrollo. y los factores que regulan la expresión de 
los genes que codifican a estas proteínas. En este trabajo 
los autores intentan presentar un panorama general del 
conocimiento actual de las proteínas específicas de los 
nódulos. las nodulinas. así como algunas consideraciones 
=~~~~~iz=~-su función dentro de los tej;dos en los Que se 

GLOSARIO 

SDS-PAG~, electrofor~sis en un gel de poliacrilamida en 
presencia de agentes desnaturalizantes como el detergente 
dodecil sulfato de sodio (SDS). 

20-PAGE, electrofor~sis en un gel de poliacrilamida que •• 
corre en dos dimensiones: en la primera la separación es por 
un gradiente de pH hasta que las proteinas alcanzan su punto 
isoeléctrico (también se le conoce como enfoque isoel6ctrico 
o IEF), y en la segunda la separación es por SDS-PAGE. 

cDNA, DNA copia que resulta 
utiliza como molde al RNAm. 
transcriptasa reversa. 

de la transcripción inversa que 
mediante el uso de la enzima 

HIDROPATIA, valor de hidrofobicidad que pre~enta un residuo 
de aminoácido en la cadena polipeptiaica. de acuerdo con su 
naturaleza y con la de los demás residuos que interactúan con 
él. Un perfil de hidropatia muestra las regiones 
hidrofóbicas ~ hidrofílicas de una proteina. 

GENERALIDADES 

L~s leguminosas son una familia de plantas con flores. que 
tienen la capacidad de fijar el nitrógeno, N~, al 
transformarlo en amonio. NH4•. gracias al estable~imiento de 
una relación simbiótica con bacterias de los géneros 
Rhizobium. Bradyrhizobium, Azorhizobium y Sinorhizobium. Que 
son quienes en reali~ad llevan a cabo este .proceso de 
fijación. Como resultado de dicha simbiosis, la cual se 
desarrolla principalmente en el tejido radical de la planta 
(aunque también se presenta en el tallo), se forman unos 
órganos especializados que se conocen como "nódulos''. Estas 
estructuras nodulares son el punto culminant~ de la 
interacción entre el tejido radical de la planta y el 
microorganismo; los fenómenos principales que conducen a la 
formación del nódulo se pueden resumir de la siguiente 
manera: a) unión dn la bac~eria a la superficie externa del 
pelo rRdical; b) curvamiento del pelo radical; e) formación 
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del hilo de infección, que es por donde penetran las 
b•cterias al tejido vegetal; d) rediferenciación del tejido 
radical en una corteza y formación de un primordio de nódulo; 
e) liberación de las bacterias en el citoplasma de la célula 
vegetal y formación de una membrana peribacteroidal; f) 
diferenciación de los rizobia en bacteroides fijadores del 
nitrógeno. 

La formación de los nódulos fijadores del nitrógeno implica 
la interacción compleja de una gran variedad de factores que 
se sintetizan. de manera coordinada, po~ la bacteria y la 
pl.anta. y que regulan la expresión de genes específicos en 
ambos simbiontes. Por parte de la planta, se han detectado 
entre 20 y 30 proteínas que se sintetizan exclusivamente en 
los nódulos radicales. pero no en raíces sin infectar ni en 
otros tejidos; se conoce como "nodulinas"' a l.os genes., así 
como a los productos de su expresión. específicos del. tejido 
nodular. Estas nodulinas se expresan de manera diferencial a 
lo largo del desarrollo del nódulo, por lo que se les divide 
en nodulinas tempranas y tardías (ENDD, de "Early 
NODulins", y LNOD, de "Late NODulins". respectivamente). 

NOMENCLATURA. Las proteínas específicas de los nódulos 
pueden ser de origen bacteriano o de la planta. Se conocen 
como "bacteroidinas" a las que se codifican por el genoma de 
los rizobia, y "nodulinas" a las de origen vegetal; un tercer 
grupo son las "simbactinas" que son aquellas que se 
encuentran en las células de los nódulos radicales pero fuera 
del bacteroide"-: éstas se codifican por ei genoma de 
Rhizobium .. 

Desde el punto de vista experimental, debido a que al extraer 
estas proteínas de los nódulos se obtienen tanto a las 
bacteroidinas como a las nodulinas, se han desarrollado 
estrategias que permiten diferenciar a unas de otras; la más 
importante de ellas consiste en extraer el RNAm total. y a 
partir de él, mediante técnicas estándar, obtener el RNA 
poli(A+) característico' de las células eucariontes, para 
sintetizar posteriormente in vitre las proteínas 
correspondientes, y detectar a las nodulinas entre ellas. 

Ya que la caracterización inicial de las nodulinas se realiza 
por electroforesis en geles desnaturalizantes (SDS-PAGE), se 
designan con la letra ~"N'' seguida de su peso molecular, de 
acuerdo con su migracion en estos geles. Por ejemplo, la 
nodulina N45 es una proteína específica de los nódulos con un 
peso molecular de 45 KDa; esta nomenclatura se sustituye por 
el nombre adecuado de la proteína, en cuanto se conoce su 
función. En el caso de que en el nódulo se sintetice una 
forma específica de alguna enzima que esté presente en algún 
otro tejido, el. nombre se antecede con "n''; por ejemp1o. la 
nodulina N35., que corresponde a la uricasa específica de 
nódulos, se designa como n-uricasa (2). 
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TECNICAS DE ESTUDIO. 

ENSAYOS INMUNOLOGICOS. Estas fueron las primeras técnicas que 
se utilizaron para detectar a las proteínas específicas de 
los nódulos y consisten en obtener anticuerpos. a partir de 
conejos inmunizados, con las fracciones proteicas del nódulo, 
para convertirlos, posteriormente, en antisueros específicos 
del nódulo. por titulación contra las proteínas de raíces no 
infectadas. El análisis de inmunodetección se realiza 
mediante el uso de este último suero con las proteínas del 
nódulo, que se separaron previamente por SDS-PAGE y se 
transfirieron a filtros de nitrocelulosa (ÑC). 

Este método presenta las siguientes desventajas: a) la 
existencia de inmunorreactividad cruzada con algunos 
productos bacterianos que están presentes en el extracto 
inicial; b) la eliminación de algunas nodulinas que 
manifiestan isoenzimas o dominios de proteína - epítopes 
similares estructuralmente en el extracto de raíces sin 
infectar; y c) la dificultad para detectar proteínas 
abundantes que exhiben una capacidad antigénica baja, o las 
que se encuentran en cantidades pequeñas. Algunos de estos 
problemas ·se han resuelto, al obtener anticuerpos dirigidos 
contra proteínas purificadas del nódulo; de esta manera, "ha 
sido posible obtener antisueros contra la glutamina sintetasa 
(GS) de nódulos de frijol. la uricasa II. la leghemoglobina 
(LB), y otras más. 

Análisis de los productos de traducción In V~tro. Con el ~in 
de establecer la contribución del vegetal en la simbiosis, es 
necesario utilizar métodos que proporcionen información 
exclusiva de la expresión genética de la planta en este 
proceso. Así, se analizan los productos de traducción i.!J. 
~ provenientes de distintas fracciones del RNAm, que se 
aisla del nódulo o de la raíz. Se incuba este RNAm en 
presencia de un sistema reconstituido y funcional de síntesis 
de proteínas tipo eucarionte, por ejemplo un sistema "libre 
de células" - como el lisado de reticulocitos de conejo o el 
de germen de trigo • más aminoácidos (uno de ellos es 
radiactivo) y cofactores adecuados. Como resultado se 
obtienen polpéptidos radiactivos que son codificados por los 
RNAm de la planta. y que se analizan en una placa de 
autorradiografía. después de su separación por SDS-PAGE o 
mediante el corrimiento en geles bidimensionales (20-PAGE). 
De esta manera es~ posible detectar a las proteínas 
específicas de algún tejido. al comparar los patrones de 
corrimiento entre, por ejemplo, raíz y nódulos. o nódulos 
radicales y aquellos que se producen en el tallo de la planta 
(Fig 1) (3). 

OJO SUA. AQUI ENTRA LA FIGURA NO. l. PIE DE FIGURA: 
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Figura 1. Autorradiografía de los productos de traducción i.Q. 
vitre del RNA poli(A+). aislado de diferentes tejidos de 
Sesbania rostrata: (a) raíces sin in·fectar; (b) nódulos 
radicales de 18 días de desarrollo; (c) tallos sin infectar; 
Y (d) nódulos del tallo de 18 días de desarrollo. La 
separación de las proteínas fué por 2D-PAGE. Símbolos: 
cuadros. polipéptidos específicos del nódulo; círculos, 
polipéptidos estimulados en el nódulo; flechas. polipéptidos 
estimulados en la raíz o el tallo sin infectar. en relación 
con otros tejidos de la planta. (Tomado de 3). 

Las limitaciones de esta estrategia provienen de la labilidad 
que present~& el RNAm bajo ciertas condiciones, la escasez de 
ciertos RNAm. y, dado que la traducción se realiza 
generalmente en presencia de [S35]-Met, el contenido de este 
aminoácido en la proteína determina la intensidad de la señal 
en la placa fotográfica, y no refleja necesariamente su 
abundancia in vivow 

CLONACION DEL cDNA DE LAS NODULINAS. Otra aproximación para 
el estudio de.la expresión de nodulinas es por el análisis 
tipo .. Northern... esto es, por el reconocimiento de la 
identidad de los RNAm y las secuencias genéticas de nodulinas 
que los codifican. Este método requiere del uso de sondas de 
hibridización contra el RNAm que se ha sometido a 
electroforesis; para hacer esto, se requiere de la 
construcción de bancos de cDNA a partir del RNAm poli(A+) de 
los nódulos, raíces u otros tejidos. Estos cDNA se clonan en 
vehículos apropiados, como plásmidos bacterianos, y se 
seleccionan los individuos. o clonas. que poseen una 
secuencia particular, integrada mediante una hibridización 
diferencial, es decir, se seleccionan las clonas con el cDNA 
que hibridiza con el cDNA de los nódulos, pero no con el cDNA 
de raíces sin infectar. o con el de otros tejidos (4). 

PLANTAS TRANSGENICAS. Estas técnicas son de gran ayuda en el 
entendimiento de la organización genética y de la regulación 
de los genes de las nodulinas, aunque se han estudiado con 
detalle otros sistemas genéticos mediante esta herramienta. 
Las plantas transgénicas se generan por la infección de la 
bacteria Agrobacterium tumefaciens en una planta huésped 
determinada, generalmente el tabaco (Nicotiana tabacum), en 
donde la bacteria puede transferir parte de su DNA a la 
planta receptora media..-ite el plásmido Ti. Este plásmido se 
ha manipulado genéticamenteo... de tal manera qu9" se puede 
utilizar como un vector general para transferir genes de 
interés a plantas específicas (5). Con base en este sistema 
ha sido posible transformar plantas de Lotus corniculatus 
(pata de pájaro) con genes quiméricos de las nodulinas, es 
decir. fusiones génicas de 1a secuencia de interés con genes 
cuya actividad se puede seguir colorimétricamente (g
Galactosidasa. ~; Cloranfenicol Acetil Transferasa, CAT; ~p-6o1 
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Glucuronidasa, Gus. entre otros); así, ha sido posible 
estudiar los elementos genéticos de control que actúan en 
forma cis (sobre la misma cadena del. DNA) y los factores que 
actúan en~ (proteínas que se unen al DNA) (6), y su 
expresión en diversos tejidos de la planta. 

CLASIFICACION. Se ha observado que el programa de desarrollo 
del nódulo, desde el reconocimiento de la bacteria por el 
tejido radical. hasta su formación completa, se caracteriza 
claramente por la expresión de dos grupos de nodulinas (1): 
a) las nodulinas tempranas. o ENOD. que se expresan durante 
el proceso de infección, a lo largo de la morfogénesis del 
nódulo, y se les encuentra específicamente en la porción no 
~nfectada de este órgano. que incluye a la corteza; y b) las 
nodulinas tardías. o LNOD, cuya expresión se detecta 
alrededor del inicio del proceso de la fijación del 
nitrógeno. lo cual ocurre cerca del día 11 después de la 
inoculación de plantas como el frijol o soya. y se les 
encuentra con mayor abundancia en las cé1ulas infectadas de 
1a planta (7) - en el recuadro de la figura 2 se ilustran los 
tejidos que forman al nódulo radical. Entre las nodulinas 
tempranas que mejor se han estudiado. se encuentran las 
específicas de los pelos .radicales, o proteínas RH (de ''Root 
Hair"), la ENOD2, ENODl.3, ENOD55, N75, N75' y N38; y entre 
1as tardías, se encuentran la Lb, la uricasa II (N35), la 
subunidad rf de la g1utamino sintetasa (n-GS) y la N45, entre 
otras (Fig. 2). En la siguiente sección se hablará con mayor 
detalle de algunas de ellas. En la figura 3 se muestra la 
expresión diferencial de estas nodulinas durante e1 
desarrollo del nódulo, y su distribución en células 
infectadas y no infectadas. 

OJO SUA: AQUI ENTRAN LAS FIGURAS 2 Y 3. PIES DE FIGURA; 

FIGURA 2: Secuencias reguladoras y regiones promotoras de 
genes N23 y Lb~3 de la soya. (Tomado de 6). 

FIGURA 3: Expresión de los genes de nodulinas en la soya. 
(A). durante el desarrollo del nódulo. de 7 a 21 días; R7. 
raíz sin infectar. (B). en protoplastos de células 
infectadas. CI; no infectadas. CNI, y en la corteza. CO, en 
comparación con nódulJs totales de 27 días de desarrollo, N. 
Las columnas se refieren a porciones específicas de los geles 
después de la separación de las proteínas por 2D-PAGE. 
(Tomado de 7). 

------------------------------------------------------------
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Además de Las 20 a 30 nodulinas que se han detectado gracias 
a estos estudias. que comprenden el análisis de los productos 
de traducción in vitre por 2D-PAGE, también ha sido posible 
encontrar proteinas específicas de la raíz. y otras cuya 
síntesis se estimula durante el proceso de rediferenciación 
de la raíz en nódulo (Fig. 3A). así como aquellas nodulinas 
que se encuentran en los diferentes tipos de células y 
tejidos que forman estas estructuras especializadas (Fig. 38) 
(7). 

------------------------------------------------------------
PRINCIPALES NODULINAS. 

NODULINAS TEMPRANAS: 
a) Proteínas específicas de los pelos radicales (RH). Estas 
proteinas se encuentran en la superficie externa de 1a 
membrana plasmática de la célula vegetal. y tienen como 
característica el presentar una naturaleza ácida debido a la 
abundancia de residuos de Asp y Glu. La sintesis de las 
proteinas RH-42 y RH-44 aumenta significativamente después de 
la inoculación de las plantas de chicharo con Rhizobium; 
mediante el uso de plantas con mutaciones en estos genes, se 
ha podido relacionar a RH-44 con la deformación del pelo 
radical. y a RH-42 con el curvamiento de este mismo pelo (1). 
b) ENDD2. Esta proteína es rica en residuos de Pro y está 
compuesta de dos pentapéptidos repetitivos de 
Pro-Pro-His-Glu-Lis y Pro-Pro-Glu-Tir-Gln, tal 

La resultado de fenómenos de duplicación genética. 
de residuos de aminoácidos de ENDD2 es similar en 

vez como 
secuencia 

alto grado a la de la proteína 1A10 de la soya, que se 
encuentra en la pared celular; como caracteristica 
importante, los residuos de Pro están hidroxilados a 
hidroxiprolina en ambas proteínas. por lo que se ha sugerido 
que ENDD2 corresponde a una proteína de la pared celular (B). 
De manera análoga, algunas proteinas de origen animal, como 
la colágena, también son hidroxiladas en los residuos de Pro, 
entre otros procesos de modificación post-traduccional; sin 
embargo, a diferencia del grupo de las plantas, la prolil 
hidroxilasa de los tejidos animales es especifica hacia el 
triplete -X-Pro-Gli- cuando hidroxila al residuo de Pro (9). 

Como resultado de los estudios de hibridización in situ de 
las preparaciones de nódulos con [S3S]-RNA antisentido que 
contiene al gen de ENDD2, fue posible detectar con detalle el 
tejido donde se expre5-"n los genes que codifican para esta 
proteina (Fig. 4), además de poder estudiar su expresión a lo 
largo del desarrollo del nódulo. En la corteza interna del 
nódulo, ENDD2 se encuentra a partir de estados tempranos del 
desarrollo: los días 6 y 7 después de inocul~r plantas de 
soya y de chícharo, respectivamente. Además, ENDD2 se 
expresa en "nódulos vacíos··. es decir. algunas cepas mutantes 
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de Rhizobium inducen la rediferenciación de la raíz en 
nódulos sin que exista infección en el interior del tejido; 
esto sugiere que los genes ENOD2 se expresan específicamente 
a lo largo de la diferenciación del meristemo nodular en la 
formación de una corteza interna (S). 

OJO SUA: AQUI ENTRA LA FIGURA 4. PIE DE FIGURA: 

FIGURA 4. Localización de ENOD2 en nódulos radicales del 
chícharo (A y B) y de la soya (C y D) por hibridización i.n 
~ con una sonda de [S3S)-RNA antisentido (pGmENOD2). En 
las micrografías de campo claro (A y C) la marca radioactiva 
se detecta como regiones oscuras. y en las de campo oscuro (B 
y O) como regiones claras. M, meristemo apical; STM, tejido 
simbiótico temprano; STR. tejido simbió~ico tardío; CI, 
corteza interna; CE. corteza externa; HVN. haces vasculares 
del nódulo; HVC. haces vasculares centrales; CR. corteza de 
la raíz; y E. endodermis. (Tomado de B). 
-----------------------------------------------------------
NODULINAS TARDIAS: 
a) Leghemoglobina (Lb). Esta es la nodulina mejor 
caracterizada, sin embargo, debido a que recientemente se le 
ha detectado en tejido radical no infectado, los autores 
prefieren considerarla como una proteína ''nódulo estimulada", 
ya que no cumple con los postulados que definen a una 
nodulina sensu strictu. 
b) Uricasa II. Durante mucho tiempo se le conoció como N35, 
la que corresponde a la subunidad II de la uricasa especifica 
de los nódulos. Su actividad se relaciona con el metabolismo 
de los ureidos, ya que cataliza la formación de la a1anto!na
a partir del ácido úrico; las Leguminosas tropicales, como el 
frijol, transportan principalmente ureídos como la alantoína 
y el ácido alantoico, que son algunos de los productos 
iniciales del proceso de aminación primaria del nitrógeno 
fijado; en contraste, las leguminosas de climas templados 
transportan predominantemente amidas, como la Asn o Gln. En 
nódulos de frijol, se puede detectar la actividad de la 
uricasa II a partir del día 11 después de la inoculación 
(Fig. 5), unos 3 a 4 días antes de que se detecte la fijación 
de nitrógeno (10). 

OJO SUA: AQUI ENTRA LA FIGURA 5. PIE DE FIGURA: 

FIGURA 5. Expresión de los genes de uricasa II durante el 
desarrollo de nódulos del frijol. N, nódulos de diferentes 
días de desarrollo; R. ~raíz sin infectar; u. uricasa pura. 
Detección específica en filtros de NC con suero anti-uricasa. 
(Tomado de 10). 
-----------------------------------------------------------
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e) Glutamino Sintetasci_ Esta enzima tiene como 'función el 
asimilar el amonio fijado y secretado por la bacteria al 
citoplasma de la célula vegetal. mediante la ruta glutamino 
sintetasa/glutamato sintasa; es un octámero de unos 320 a 380 
KD-a de peso molecular. Se ha encontrado una iso'forma 
específica en los nódulos radicales, la GSn-1, que contiene 
un monómero especifico de este tejido; la GS-~ise detecta a 
partir del dia 10 despuós de la inoculación. en plantas del 
frijol, y su concentración aumenta hasta el día 32 (Fig. 6). 

OJO SUA: AQUI ENTRA LA FIGURA 6. PIE DE FIGURA: 

FIGURA 6. Expresión de los ~iferentes componentes de la 
glutamino sintetasa -a. ~ y ~-~ durante el desarrollo de los 
nódulos del frijol (10 a 32 días). en comparacion con 
hipocótilos. H2. Separación de los productos de traducción 
in vitre por 20-PAGE. (Tomado de ll). 

----------------------------------------------------------
d) N45. Esta nodulina tiene un peso molecular de 45 KDa. y se 
le detecta a partir del dia ll después de inocular plantas de 
lupino (Fig: 7). A nivel de la secuencia de nucleótidos. 
contiene dos regiones que eStán reiteradas, con alrededor del 
80% de similitud entre ellas: los nucleótidos 424 a 484, y 
542 a 731, contra los nucleótidos 757 a 817, y 878 a 1067. 
Mediante el análisis de hidropatía de la secuencia de 
residuos de aminoácidos. se encontró que N45 es una proteína 
hidrofílica que contiene un péptido señal hidrofóbico para su 
trans1ocación a través de la membrana, y sitios con residuos 
de Asn para glucosilación (12). Se desconoce su función, ya 
que no se ha encontrado similitud con otras secuencias 
proteicas, mediante la búsqueda en bancos de datos. 

OJO SUA: AQUI ENTRA LA FIGURA 7. PIE DE FIGURA: 

FIGURA 7. Expresión de N45 durante el desarrollo de nódulos 
del lupino (3 a 39 días); R, raíz sin infectar. Detección 
tipo "Northern": la población del RNA poli(A+) se separa por 
electroforesis y se hibridiza contra la sonda de cDNA que 
contiene genes de N45. (Tomado de 12). 
----------------------------------------------------------
REGULACION DE LOS GENES DE NODULINAS. Se han detectado 
factores ambientales que regulan la expresión de los genes de 
las nodulinas, como la pp02 (oxígeno disponible) o la 
concentración del nitrógeno combinado (NH4+. NQ3-), así como 
factores intrínsecos del tejido vegetal, como elementos que 
actúan en E.i..2.. o facto~es que actúan en ~- El caso mejor 
estudiado es el de la Lb, pero recientemente ha llamado mucho 
la atención otra familia de genes que codifica para N20. N22. 
N23 y N44. 
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Mediante la construcción de genes quiméricos, que consisten 
en la fusión de las regiones S' y 3' que flanquean al gen de 
Lb~f3de la soya, con el gen de CAT, y la transferencia a la 
planta heteróloga Locus corniculatus, se encontró que el gen 
se expresa únicamenCe en los nódulos de las plantas 
regeneradas y no en otros tejidos; la secuencia que confiere 
1a especificidad en la expresión se encuentra en el segmento 
s•. En el caso de N23, las delaciones en la región s• 
flanqueante con la enzima ª2.1_31 de 97 pares de bases (pb) en 
la posición -247, reduce la actividad de CAT en un 15%, y la 
elimihación de otras 82 pb en -165 nulifica la actividad de 
CAT. De esta manera, se reconocen dos secuencias que se 
requieren para la expresión especifica de N23 en los nódulos: 
-344 a -247, y -247 a -165. En el caso de Lbs'3de la soya, 
se han detectado varios elementos reguladores: -1100 a -950, 
en donde se encuentra un elemento positivo fuerte; -230 a 
170, un elemento positivo débil; -139 a -102, un elemento 
órgano específico; y -102 a -149, un elemento negativo 
(Fig.B) (6). 

t:Oiw:. 
OJO SUA: AQUI ENTRA LA FIGURA S. PIE DE FIGURA: lf:Me~•/ 

FIGURA s. Representación general de los eventos que conducen1,1fédeliqt 
a la formación ,del, nódulo, y la expresión de algunas nodulinas l"ll MJcl 
tempranas y tardías. Recuadro: principales tejidos que • 
forman al nódulo radical. (Modificado de 1). -:¡:'~.e 

------------------------------------------------------------
Además, mediante ensayos por deleciones con ~31 y 
experimentos por retardamiento en geles. en donde se incuba 
la secuencia de interés con extractos del tejido y se 
determina ia alteración en la migración electroforética por 
la posible interacción DNA-proteina, se han detectado 
factores que actúan en trans y las regiones promotoras de 
Lbsta de la soya que reconocen: -342 a -191, y -190 a -125. 
Estas regiones contienen secuencias ricas en A y T. de 24 y 
16 pb para la primera y la· segunda, respec~ivamente. El 
factor que actúa en ~ para la Lbg}Sde la soya también se -
ha encontrado en extractos de nó~ulos de Sesbania rostrata 
(dormilona) y de Medicago saltiva (alfalfa), éstos con la 
capacidad de reconocer•a las regiones reguladoras de Lb~de 
la soya (6), por lo que se piensa que las señales que regulan 
la actividad de estos genes están conservadas en las 
leguminosas y responden a lo que pudiera ser un factor 
universal. 
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A Consensus Sequence of Plant Hemoglobins 
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Key Word•: Plant hemoglobins, leghcrnoglobin, consensus scquenée, computer 
methods 

Ab•tract: From the study of plant hernoglobin protein and gene sequences, a 
consensus sequence was constructed and analysed bycomputcr methods; analy
sis comprised the arnino acid composition, hydropathy profile, and tnatch 
degree with otherplant and non-plant hemoglobin sequences. Resultingconsen
sus sequénce shows the main features of hemoglobin genes and proteins in 
plan u. 

H emoglobins (Hb) are widespread in the animal kingdom func
tioning as oxygen carriers and as storage source of oxygen. As 
part of the symbiotic nitrogen fixation process, it is found also In 

the plant kingdom, where it has similar functions to those described for 
animal Hb. Thls plant Hb is known as leghemoglobin (Lb) since it was 
first detected in root nodule tissues of legumes (Keilin and Smith, 1947). 
Although the secondary and tertiary structures of animal and plant Hb 
are highly conserva! (Lesk and Chothia, 1980), variation at thelevelof 
primary structure is commonly observed. 

Hb genes and transcrlpts have been dctected in scveral plant specles 
belonglng to families other than Leguminosae; most of them are able to 
nodulate and thus to fix dinitrogen (Tjepkema, 1983). At the genetic 
level, the use of molecular probes coding for speciflc Lbs has been an 
essential tool in the search for Hb sequences in severa! plants, but dueto 

A.bbnviationa: IVS., intervening sequence; Lb, leghemoglobin; Hb, hemoglobin. 
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divergence evcnts (variation among rcsidues), these probcs have been 
limited in their use (C. A. Applcby, personal communication). Cloning 
of the Hb gene from Parasponia (an Ulmaceae nodulated by Rhi:z:obium 
species) led to the detectionof these genes in dicot plants which are not 
nodulated and tl-crefore unable to fix dinitrogen (Appleby et al., 1988). 
Jeffreys (in Lewin, 1982) previously proposed that plant Hb resulted 
from horizontal gene transfer from a phytophagous insect, mediated by 
a viral vector; analysis of insect Hb genes showed, however, that they 
lack introns (Lewin, 1984). A variety of genes far vertebra te and plant Hb 
areinterrupted by two and three introns, respectively. Toda y it is widely 
accepted that animal and plant Hb are descended from a common 
ancestor, probably a prokaryote, more than 600 my ago; thc bacterium 
Vitreosci/la is able to synthesize a dimeric Hb (Wakabayashlet al., 1986). 

This work reports the construction of consensus sequences for genes 
and proteins of 1'-lb from plant sources. The resulting conscnsus shows 
the more relevan! features of Hb in the plant kingdom. 

Materials and Methods 

We studied sequences of 16 plant Hb protein and six gene sequences 
(Table 1). Sequence alignment was by the MATCH program (Johnson 
and Doolitle, 1986) from the NEW A T'85 proglK_l"l};lci~ly,~i\oMti1!J.py);?,I:, 
R. Doolittle(Universityof California, San Diego): From thiscomparison, 
consensus sequences at the· protein and DNA Jevels were separately 
constructed. This procedurc was useful in deterrnining with certalnty 
whlch residues occupied hypcrvariable positlons. Due to divergence 
between plant sources, different residues could be positioned at speclfic 
positions; forexample,in the protein consensus either P (Pro) or D (Asp) 
resldues could be placed al position 59, and the corresponding triplet in 
the gene consensus might be Cor T (positlon 178), Cor T (179), or Cor 
G (180) (see Figs. 1 and 2). Because only one residue must occupy a 
position, by correlating the consensus sequences of the proteins and 
genes,specific residues wereselected. In thisexample, Pis ceded byCCC 
and D by GAC; CCC can occur as several possibilities: C-T, C-T, or C
G c:ombinations, but not GAC. Thus, P was selected for the protein 
consensus Cpositlon 59) and codon CCC forthe genec:onsensus (positions 
178-180). Conserved and variable rcsiducs werc simply selected by 
placlng the mostabundant residuesatspecificposilions. The NEWA T'85 
program was also used for tallying the amino acid composltion of the 

'32 
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Table l. Hentoglobin proteins and genes from legumes and non-legumes. 

Plan! Sgyrcc l!ml.dn Rcfrrencc 

Nonlcgu1nes 

Tre'fl'UJ tomentosa Hb' TrHB Bogusz et al., 1988 
Pa.rasponia an•rsonii Hb2 PaHB Applcby et al., 198!1a 
Casauarina glauca Hb2 CaHB Kortt et al., 1988 

Legumea 

Lupinus luteus LbP LuLBI Konicczny, 1987 
L. luteus Lbll2 LuLBll Konieczny et al., 1987 
Sesb.ania rostrata Lbll ScLBll Kortt et al., 1987 
S. rostrata LbV111 SELBVll Welters et al., 1989 
Media:igo 5'1.tivti Lbl MELBI Davidowitz et al . ., 1989 
M. sativa Lblll MELBlll Kiss et al., 1987 
Phaseolus vulgaris Lbl PHL& Lehtovaara et al., 1980 
Glycine rrwx Lba2 GLL& Markcr &: Sandal, 15187 
G. ,,...,. Lb<' GLLBcl Markcr &: Sandal, 1987 
G. ,,...,. Lbc' GLLBc2 Marker &: Sandal, 15187 
G. ,,...,. Lbc' GLLBc3 Marker &: Sandal, 15187 
Vicia f11ba Lbl VILBI Richard.son et al., 1975 
Pisum sativwm LbP PILBI Lehtovaara et al., 1980 

Plant Sgygcg ~ Bgfgrcpcg 

Nonlegumes 

Trem11 tomentosa Hb trhb Bogusz et al., 1988 
Parasponüa andersonii Hb pllhb Applcby et al., 1988a 

Legume• 

SesbGnia rostr11tll Lb VII S<!lbVll Welters et al., 1989 
Lwpinws lwtews Lbl lwlbl Konieczny, 1987 
Medicllgo SlltiVll Lbl melbl Davidowitz et al., 1989 
M. 511tiv11 Lblll melblll Kiss et al., 1987 

~uences predictcd from gene sequcnces only; protelns were not scquenced. 
1A gene ecquence w•s uscd to c:orrect errot·riddcn proteln aequences, 
'Edltor's Note: Thc nomcnclature (or hcmoglobln genes uscd in this artic:le ls tentatlvc 

and m•y be rcvlscd 11ubscqucntly to conform 10 thc rccommcndallon• of tho JSPMD 
Commission on Plant Cene Nomenclature. 
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Fig. 1. Plant Hb protein sequences. Symbols key: •,. conserved residue; raised 
dot (.},. variilblc rcsiduc; not undcrlíncd,. hypcrvarioblc residuo; ##,. conscrvcd 
res id ue bctwccn plant and animal Hbs; and '', intron. Onc-lcttcr amino acid code 
is used. Names of proteins are Usted in Table L 

TRHB 
PAHB 
CAHB 
LULBJ: 
LULBII 
SELBI:I 
SELBVII 
MELB:C 
MELB:CII 
PHLBa 
GLLBa 
GLLBcl 
GLLBc2 
GLLBc3 
VILBI 
PILBI 

CONSENSUS 

1 
SSSEVDKVF'TEEOEALVVKSWAVMKKNS 
SSSEVNKVFTEEQEALVVKAWAVMKKNS 
-------ALTEKQEALLKQSWEVLKQNI 
------GVLTOVQVALVKSSFEEFNANI 
------GALTESQAALVKSSWEEF'NANI 
------G-F'TDKQEALVNASYEAFKKNL 
------G-FTEKQE.ALVNASYEAF'KQNL 
- - - - - - H S F TO K Q E A LV N 5 S W E A F K Q N L 
-----MC-FTDKQEALVNSSWESFKQN-
------GAFT&KQE.ALVNSSW&AFKGNl 
------VAFT&KQDALVSSSFEAFKANI 
------GAFT&KQEALVSSSFEAFKANI 
------GAFT&KQEALVSSSF&AFKANI 
------GAFTDKQEALVSSSFEAFKTNI 
------G-FT&KQEALVNSSSQLFKQNP 
------G-FTDKQEALVNSSS&-FKQNL 

G A F T. E K Q E A L V N S S~ E A F K Q N I 

29 
AELGLKFFLKIFEIAPSAKNLFSYLKDSPIPLEQNPK 
AELGLOFFLKIFEIAPSAKNLFSYLKDSPVPLEQNPK 
PAHSLRLFALIIEAAPESKYVFSFLKDSNEIPENNPK 
PKNTHRFFTLVLEIAPGAKDLFSFLKGSSEVPQNNPD 
PKHTHRFFILVLEIAPAAKDLFSFLKGTSEVPQNNPE 
PGHSVLFYSFILEKEPAAKGLFSFLKDSOGVPQNNPS 
PGNSVLFYSFILEKAPAAKGMFSFLKDFDEVPQNNPS 
PRYSVFFYTVVLEKAPAAKGLFSFLKNSAEV-QDSPQ 
PGNSVLFYTIILEKAPAAKGMFSFLKOSAGV-QOSPK 
PQYSVVFYTSILEKAPAAKNLFSFL--ANGVOPTNPK 
PQYSVVFYTSILEKAPAAKDLFSFL--ANGVDPTNPK 
PQYSVVFYNSILEKAPAAKDLFSFL--ANGVDPTNPK 
PQYSVVFYTSILEKAPAAKDLFSFL--SNGVDPSNPK 
PQYSVVFYTSILEKAPVAKDLFSFL--ANGVDPTNPK 
SNYSVLFYTIILOKAPTAKAMFSFLKOSAGVVDS-PK 
PGYSVLFYTIILEKAPAAKGLFSFLKOTAGVEDS-PK 

pO y5yV FYTSILEKAPAAKN LFSFLKDSNGVP Q NNPK 
G L ~ 1 G 1 OPT 

84 
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Fig. 1,. continucd. 

65 
LKPHAMTVFVMTCESAVQLRKAGKVTVRESNLKRLGA 
LKPHATTVFVMTCESAVQLRKAGKVTVKESDLKRlGA 
LKAHAAVIFKTICESATELRQKGHAVWDNNTLKRLGS 
LQAHAGKVFKLTIEAAIQLVENGAVAS-OATLKSLGS 
LQAHAGKVFKLVYEAAIQLEVTGVVVS-DATLKNLCS 
LQAHAEKVFGLVHDAAGQLRATGVVVLADAS---LGS 
LQAHA&KVFGLVROSAAQLRATGVVVLADAS---LGS 
LQAHAEKVFGLVROSAVQLRATGGVVLGOAT---LGA 
LQSHAEKVFGMVRDSAAQLRATGGVVLGDAT---LGA 
LTAHA&SLFGLVROSAAQLRANGAVVA-DAAL---cs 
LTGHA&KLFALVROSAGQLKASGTVVA-DAAL---cs 
LTGHAEKLFALVRDSAGQLKTNGTVVA-DAAL---vs 
LTGHAEKLFGLVRDSAGQLKANGTVVA-DAAL---GS 
LTGHAEKLFGLVROSAGQLKASGTVVl-DAAL---cs 
LQAHAEKVFGHVROSAVQLRATGEVVL-DGKD---cs 
LQAHA&QVFGLVRDSAAQLRTKG&VVLGNATL---GA 

LQAfllt.E KVFGLVRDSA 

• 
G T G T 
A Q L R A T Cy V V L A D A A L K R L G S 

• 
102 
IHFKNGVVNEHFEVTRFALLETIKEAVPEMWSPEMKN 
IHFKTGVVNEHFEVTRFALLETIKEAVPEMWSPEMKN 
IHLKNKITDPHFEVMKGALLGTIKEAIKENWSOEMGQ 
VHVSKGVVOAHFPVVKEAlLKTIKEVVGDKWSEELNT 
VHVSKGVADAHFPVVKEAILKTIKEVVGAKWSEELMS 
VHVQKGVTDPHFVVVKEALLKTLKEAAGATWSDEVSI 
VHVQKGVLDPHFVVVKEALLKTLKEAGGATWSDEVSN 
IHVRKGVVOPHFVVVKEALLKTIKEAAGDKWSEELNT 
IHlQKGVVOPHFAVVKEALLKTIKEVSGDKWSEELNT 
IHSQKGVSNDQFLVVKEALLKTLKQAVGDKWTDQLST 
VHAQKAVTDPEFVVVKEALLKTIKAAVGOKWSDELAR 
IHAQKAVTDPQFVVVKEALLKTIKEAVGGNWSDELSS 
IHAQKAITDPQFVVVKEALLKTIKEAVGDKWSDELSS 
lHAQKAITDPQFVVVKEALLKTIKEAVGDKWSDELSS 
IHIQKGVLDPHFVVVKEALLKTIKEASGDKWSEELSA 
IHVQKGVTNPHFVVVKCALLQTIKKASGNNWSEE~NT 

IH: QKGVTDPHFVVVKEALLKTI KEAVGDKWS~ELS; • • • 

199 
85 
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Fig. 1, continucd. 

139 
AWGEAYDQLVAAIKSEMKPSST 
AWGVAYDQLVAAIKFEMKPSST 
AWTEAYNQLVATIKAEMKE 
AWTIAYDELAIIIKKEMKDAA 
AWTIAYDELAIVIKKEMDOAA 
AWEVAYDGLAAAIKKAMS 
AWEVAYDELSAAIKKAMS 
AWEVAYDALATAIKKAMS 
AWEVAYDALATAIKKAMV 
ALELAYDELAAAIKKAYA 
AWEVAYDELAAAIKKA 
AWEVAYOELAAAIKKA 
AWEVAYDELAAAIKKAF 
AW&VAYDELAAAIKKAF 
AWEVAYDGLATAIKAA 
AWEVAYDGLATAIKKAMKTA 

AWEVAYDELAAAIKKAMKOAAT 
• p s s 

Arredondo-Peter and Escamilla 

Fig. Z. Coding •equences of genes coding for pLlnt hemoglobino. 
"" denotes poaition of intron. 

trhb 
pahb 
selbVII 
lulbI 
nelbIII 
nelbI 

CDNS~SUS 

50 

l 
N;c lGC TCA GA.A Gl'T GU:: AAA G'1T Tl'C N:;A 

NX NX TCA GAA GrT Al>C AAA = TTC ACA = - TTC ACA = = TrA ACT = - TTC ACA 
ATG A.Gr TI'C N:.C 

TT A 
A AGA GG T 

N:r. AG; TCA GA.A GTT GAC GAG ATr Tl'C N:.C 

GAA GN:i CJ\G Gl\A GCT C'IG Gl'G GI'G AM TCI\ ~ GCT GT A ATG llAG AAG AAt= Ter 
GAG GAG CJ\G GAA GCT crG G!G = AAA GCA TGG GCT GrA ATG AAG MG A1>C TCT 
GAG AAA CJ\G GAG GCT TTA G!G AAT GCT TCA TAC GAA GCA TTT AAG CM A1>C CTT 
GAT G1'G CM GTG GCT = G!G AAG AGC TCA TTT GAA GAA TTT AAT GCA AAT ATT 
GAT AAA CM GAG GCT TTA G!G AAT AGC TCA TGG GAA TCA TTT MA CAA A1>C -
GAT AAG CJ\G GAG GCT TTA Gl'C AAT AGC TCA TGG GAG GCA TTC AA/I CM AAT CTT 

T a: TG A e T GC e 
G G G G G T G AAG AA GT AT T T G A A A C TT 

GAA AAA CM GAA GCT CTA G!G = Aq; TCA TAC = GAA ATC AAT GAG AAT ACT 

86 
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Fig. 2., continucd. 

100 
GCT GAA CI'G GGT CTT JI.AA TTC 'ITC CTC AAG ATA TlT GAG ATT GCA CCG TCT GCC 
GCT GN\ CI'G GGT CTT CPJ\. TTC 'ITC CTC AAG ATA 'I'TT GAG ATT GCA CCG TCl' GCC 
CCT = FW: llGT Gl'T CTG l'IT TllC l\GC TTG l\Tll TTG GAG MI\ GCI\ CCI\ GCI\ GCI\ 
CCT AM AN:. ACC CAT CGT TTC 'ITC ACC TTG GTA CTA GAG ATT GCA CCA. GGA GCA 
ccr GGT llM AGT GTT 'lTG TTC TAC ACT ATA ATA Tl'G GAG AAA GCC ccr GC.l\. GCA 
CCT CGl' TAT l\GT GTT Tl'T TTC TAC ACT G'IC GTA Tl'A GAG MA GCA ccr GCA GCA 

GAAT ClT CAG T G 
C MT CAC A G TAA A ATC TTA A A AA A G A .1\ 
GCT CO:: T1'G GGT CTT l\GG TTC 'ITC CGT GAC GTA TTG GAG ATT GCA ccr TCT GCC 

150 
Aro AN:. TIG 'ITC TCG TAT Tl'G AAG GAC TCT CCG ATT CCT Tl'G GAG CAG ll1C. CCA 
AH; .APC TIG Tl'C TCT TAT Tl'G MG GAC TCT CCG GTI' CCT TTG GAG CAG Ate. CCA 
J\Nj GG:: ATG TTC TCT Trr CTA MG GAC TTr Glcr GAA GTG CCC CM AJcr AAT CCC 
A1G GA.T T1'G 'l'TC TCA Trr TI'G MG GGA. TCT AGr GAA GT A CCC CAG AAT AAX CCT 
A1G GO: ATG Tl'C TCT Tl'T ClT AAG GAC TCA GCT GGA GTA -- CAG GAT AOC ccr 
AAA GGl' T1'G TTC TCT TlT ClT AAG AAC TCA GCT GAA GTA -- CM GA.T A.Gr CCT 

T G O:: A A G T 
en: T A T T T T ccr TA GTT ccc e G A T AT A 

AN:a 'AAT ATG 'ITC TCG TAT CTA MG GAC TCA ANJ. GGT CCG TI'G GAA CAG AOC CCC 

200 
AAG CTG AAG CCC Cl\T = l\TG l\CT GTC TTC GlT l\TG l\CG TGT GAA = = GTT 
AAG CTC AAG CCC Cl\T = 1'CG l\CT GTC TTC GlT l\TG l\CI\ TGT GAG = = GTT 
A.Gr CTC CllG GCC Cl\T = Gl\I\ AAG GTT TTT GGA CTG GTG CGT Gl\T = = GCT 
GM' CIT CNi GCC CAT G:T GGA. AAG GTI' TTI' A1G TTG ACT TAC GAA GCA GCA ATI' 
AAA ere CM AGC CA T OCT GAA. AAA GTl' TTl' GGA ATG GTG CGC GA.T TCA. GCT G e 
CM crc CAA GCT CAC crr GAA AAA G'lT TTl' GGA CTG GTG CGT Gr\C TCA. GCT GTI' 
AA C G A CA.A G A 
GT TCGC GI\ l\G T T 'ITC GTTCT T 
CAG C'IG AliA. ACC CAT OC'!' AAG ACT GTC T'D': Gl'\G T1'G ACA TGC GA. TCC GC GlT 

250 
300 
CM crr ca; AAA GCC GGA MA GTA ACA GTG AGA. GAA TCA AAC TTG AAA AGA C'lT 
CM crr ca:; AAA GCC G:iA MA Gl'G ACA GTG AN\ GAA TCA GA.C 'lTG AA.A AGA A'lT 
CM Cl'C CGA GCA ACC G:iA GTA Gl'G GTA TTA GCA GA.T GCA AGT - - - TTA 
CM c:rr CM GTG AAT G:iA. G:A GTG GCT TCA - GAT GCC ACG TI'G "AM. ~ TTG 
TCA ACr CCG AGC AAC po:; AGG AGr AGT T'lT ax; AGA GCT ACA - - - TTG 
CM c:rr CG AGC AAC Nr. GGG GGT AGr TTI' QX; AGA GCT ACG - - - TTG 

G A Ge T G A e TG 
CGACAA GAAA 'lTAGfTAGCAGAAGT A AT 

CM. C'IT CM G G GCC Nr. G G GGA GTA GTG AJIG Ar;r TCC AG TTG AM. AGA CTA 

87 



202 Arredondo-Peter and Escamilla 

Fig. 2, continucd. 
350 

= = ATC CAC TTC A/'>J\ MT o:;c GTA G'IT AAT GAA CAT TI'T C/\G = ACA AGG 

= =ATC CAC TTC AAA ACT CGC: GTA G'IT AAT GAA CAT 'l'TT C/\G = ACA Aa:i 

= =r GTC CAT GTC CAA AAA ffiJ\ GTC CTl' Gi\T CCT CAC TI'T Gl'G = GTT AAA 

= =r GTC CAT GTC TCA AAA CGA. GTC G'IT Gi\T GCC CAT TI'T CCG = GTGAAG 

= GCA ATC CAC ATT CAG AAA ~ GTT G'IT GAT CCT CAT TI'T O:::G = GTT AAA 

= = ATC CAC GTT CGA. AAG ~ G'IT G'IT GAT = CAT TTT = = GTT AAA 
G CA A T T T T 

TG A CTC AG T A e G GCA e G GTA AA 

= == CAT ATT TAA AAG 03C GTA GTI' AKX CN:. CAT TTT GAG = ACG AGG 

TlT GCA C'l'T TI'G GAG ACC ATA AAG GAA GCA GTA CCA 
TlT GCA C'lT 'ITG GAG Acr. ATA MG GAA GCA GTA CCA 
GAA GCA TTG TTG AAA ACA. CTA AAG GAA GCX: GCA GOO 
GAA GCA ATC CTG AAA ACA ATA AAG GAA G'IG G'IG GGA 
GAA GCT C'IG CTG AAA ACA ATA AAG GAA GTA TCA GGA. 
G.t\G GCT TTG ere AAA ACA ATA MA GM GCA GCT GGA 

A C G A A 
GA.T ATTC AA A CG CGGG 
T1'G GCT ATC TI'G GAG AOC ATA AAG GAA G'IC GTI' CCA 

ATG AAG AAC GCA TGG GGA. GAA GGT TAT GAT CAG TIG 
ATG AAG AAC GCA TGG GGA. GTA GCT TAT GAT CAG TIG 
CTG Ao::: AAT GCT TGG GM. Gl'A GCC T AT GAT GAATIG 
CTG AAC ACT GCT TGG ACC ATA GCC T AT GIC. GAATIG 

= AAC ACT GCT TGG GAA GTA GCC T AT GAT GCA Tl'G 
CTT AAC ACT GCT TGG GAA GTA GCT TAT GAT GCA CTG 
e ·A 
A e CT T G 

= AAG AAC GCA TGG GCA GrA 

'70 
Gl\A ATG AN\ CCC TCC Aar ACT 
GAA ATG AAA CCC 'ICC AGr ACT 
OCA ATG AUr 
GAG ATG AA.G GA T OCT Gcr 
OCA ATG Gl'T 
crA A.TG AGT 

l>J: 
e GA ccc Te AG 

GAA ATG A'IG GA. T OCT ccr ACT 

e GAA 
GCT TAT GAT CCG TIG 

'00 
GAA ATG TGG 'rCA ccr GAG 
GAA ATG TGG TCA CCT GIV3 
GCC ACT TGG AGC GAT GAA 
GAC AAA TGG AGC GAG GAA 
GA T AAA TGG AGC GAA GM. 
GAC AAA TGG A.Gr GAA GAG 

e AA e T 
A TG AGA Gl\A G 

GAT ACT TGG =r = GAA 

<SO 
GTT GCT = ATC AAG TCC 
GTT GCT O:::C ATC AAG TTC 
TCA GCT o:::A ATT AAG AN3 
GCA ATT ATA ATI' AAG AN:i 
GCA ACT OCA ATT AAG A~ 
GCA AC.T GCA AIT 1tAA A'AA. 

A 1'G 
CAA C T ATC 

GTT GCT = ATC AAG TCA 
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protein consensus scqucnce (COMP program), aswell as for plotting thc 
hydropathy profilc (GREASE program) and for scarching hornologics 
against the protcin sequencc database collection of NEWAT'85 (SCANA 
program). These procedures rnade it possible to determine the following 
fea tu res of thcconscnsus scqucnce: conscrvcd, variableand hypcrvariablc 
rcgions; rcsiducs that takc part in a-hcliccs, as wcll as thosc that are in thc 
vicinty of the heme rnoiety; intron (IVS) positions and their gcnetic 
flanking sequences; and presence of uncomrnon amino acid residues in 
various plant l-lb. 

Results and Discussion 

Figure 1 shows the alignment of protcin sequences frorÍ-l scveral plant 
sources and the resulting consensus sequence; Figure 2 shows the 
alignrnent of six plant genes coding for Hb and the resul ting consensus. 
(These still share hypervariable residues at rnany positlons). The com
bined conscnsus scqucnce for QNA and protcin are shown in Figure 3, 
where variable residues ha ve been determined by procedures described 
in Materials and Methods. The full consensus sequence corresponds to 
483 nudeotides or 161 amino acids. The most abundantamino acid in the 
consensus sequenccis Ala (13.04%) and theestirnated molecularweight 
is 17,481 Da, which is in good agreement with that of various monomeric 
plant Hb. Figure 3 shows those regions that participate in the seven a
helixes. (Plant Hb lacks the authentic D-helix of animal Hb). The most 
conserved amino acid residues are at 9 to 17, helix A; 43 to 54, a fragntent 
into helix C; and 1~;.» to 153, helix H. By analyzing the frequency of 
conserved residue'"' we conclude that helix H is a highly conserved 
region in the structure of plant l-lb. The hydropathy profile of the 
consensus (Figure 4) shows that the most conserved segment of helix A 
is hydrophilic, in contrast with those of helices C and H, which are 
hydrophobic. 

lntrons UVS) of plant Hb are highly conserved In their location 
(Applebyct al., 1988) but flanking scquenccs are variable; the proposcd 
consensus for three IVS are: IVS-1, ATG ATA; IVS-11, CTG GTG; and IVS-
111, GTG GTG (variable and hypervariable nucleotidesare bold). By thc 
analysis of amino-acid substitution rates, others have concluded (Lee et 
al., 1983) that plant Hb has evolved ata higher rate than animal Hb. These 
genes are conserved, however, among plants, reaching up to 54.9% 
residues from the whole consensus. The most conserved residues 
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Fig. 3. Proposed consensus for gene a.nd protein sequences of plant Hb. 
Nuclcotidc kcy: Y, variable; X, hypcrvariablc. Amino a.cid kcy: bold, conscrvcd; 
undcrlincd, variable; hypcrvariablc are not undcrlincd; ", intron location; #,, 
conserved amino acid rcsidues bctwcen plant and animal Hb. 

RG CRGC TCRG RRGT TJi.RC GGHGJi.TT TC CHGRB.R R.li.C R.B.GA.B.GC TCT.B.G T GR.Al R.Gl.TCRUHGRGGC R 
s s s E u o G R .E. y:.:''·.l::::<.o·:::::.l:': .. ft ·, L :.·· ">:'"( .. S,:,;:,,s.\u,J,·~r::';.R. 

HelixA 

70 lÜAac R.li. Rl.RTTCCTJ:Ji.HT R.C.AG TGTT e THTTCTR CRCl.H.B.H R TRTT HGRG AR e~~ CMGÚGC' 
21 E;:iL:).O.;:: H ). f. O G Y S U L .. · F Y T s. J. .L. l k '. ~"<:.P/: R · :'~:: 

HelixB 
Helix e 

l Hr'R...,..R...,..GJÍlll....,.....,.. .. T..,..G,_T_CT_C_HT_T_TC-TH_R_RG-GR-CT_C_TRR T GGl.G T HCCC CA AA! R.lit.C e HRAJi.CT HCA.B.G e CCRT· 
17 :::::~;:;H;;~'l..: S .E. L .l H G JI. O H 11. P ·.< L Q .R 

0
H. 

HelixE 

20 e GC TGRJi.R R.li.GT.C.TT .C.GG HCTG G!Hl.G.C.GR TCH GCJi.G TT CAR CTTCGB.G e HRCC GG RC.li.GT HGTATT.li 
70 .:,A·'.:.E:::'< .JI. ·F .,G· .L..·~ :A ::Jl. ... s · .. A .. G R:Q L a.· ft· .. T·G Tu 11. 11. .L. 

HelixF 
277 Gt.Ji.G·R·.11icxilci<úG.RR RRGRCTiúiGJi.lCTATC:CRl.G.T R RRR.li.GG.C.GT GTT GRTC CHCR l!TTGTG 
93 ~:R:'Jl,;:R':l'''J;.::'.t· R}'J,;::'.G('S/':'J.''::;H\ll. O k G JI. '.H F. U 

316 GT.C.GT HRR.li.GRJi.GCl.CT HCTG RRJi.RC.C.RT RRRG GRR 
11 6 ·.U .11. · .,l l R l.. L l T l.. l E 

Helú:G( 

Helú:H 

11 S RC.C.GC.B.T G GGRR GTRG Cl.TRT.GAT GAJi.lT GGCl.GC TG l.AT.C.RA G AJi.GC ARTG AAJi.Ji.l.Ali.Cl.GC TACT 
139 :r.,.·~;. U:.:~E·,Jl: :~:·Y{: ~,::,,~/L,A/A'::..B. IJ::':.< k A n <o PR s R T 
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Fig. 4. Hydropathy profile of the plant Hb consensus sequence. Bars indicate 9 1 
thc most conscrvcd rcgions. 

40 

>-:e 
~ 30 
Q_ 
o 
a:: 

20 o 
>-
::¡: 

'º 
,__, 

C> .. o ... o .. C> 
2 

AMINO ACID RESIDUE NUMBER 

bctween pl;int and animal Hb are those in the vicinity of thc heme moiety 
(FSO, H69, and Fl 14), and P44, L84 and A139 (Figure 3). 

lnterestingly, the consensus sequence of plant Hb is more homolo
gous to Vitrcoscilla Hb than to animal Hb, which is significant from the 
evolutionary point of view. Table 11 shows the protein Hb sequences that 
share matchcs with the consensus sequencc from the database collection 
of NEWA '1"85. 

Froma con1parison of protein sequencesof 16 plant Hb, it is seen that 
only three (lhose fromTrema, Parasponia,andCasuarina-all nonlegumes) 
share C (Cys) residues (position 77 in consensus sequencc); these cys
teines might be substitutcd by R (Arg) residues in the legume lineage 
during evolution. TI-tese cysteine residues are, moreover, adjacent to 
IVS-1, which is absent from genes far animal Hb . 

X 
Conclusions 

A limiting factor in the dctection of Hb coding scquenccs in a variety 
of plant spccies has bccn thc non-availability of appropriate DNA 
probcs. The conscnsus sequence proposed in this work might be useful 
far the synthesis of probcs for gene searches far Hb in diverse plant 
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T.able JI.. Homology between the consensus sequence of pl.ant Hb 
protclns a.nd that of Hb from othcr organisms. 

Bacterial 

Plant 

Vitreoscilla 

Pa.rtiSponia. andersonii 
Lupinus luteus 
Glycinemax 

Animal 

Lace monitor lizard 
~0c:=whalc 
Human 
Rabbit 
Human 
Human 

HomgJoay yalygu 

Hcmoglobin 

Hemoglobin 1 
Leghemoglobin 
Leghcmoglobin A 

Myoglobin 
Myoglobin 
Myoglobin 
Myoglobin 
Hemoglobin 13 chain 
Hemoglobin '3i chain 
Hcmoglobin ychain 

20 

70 
94 

102 

3 
4 
5 
4 
6 
6 
7 

• From NEW AT "85 data base collection. 
2 Number of 15 scgments with at least 6 matches CSCANA prograrn). 
3 Perfect fit homologyvalue would be 161 from matching consensus against 

ltsclf. 

species. This is an important goal in so far as itcould offer support for the 
hypothesis of vertical evolution of plant and animal Hb (Appleby et al., 
1988a). Since, moreover, it has recently become possible to induce root 
nodule-like structures on roots of monocot species (Al-Mallah et al., 
1989), thc prior detcction of Hb gene scquences In such monocots Q\ight 
facilitatc thc sclcction of potential monocot hosts for the induction of 
nltrogen-fixlng symbiosis. 

Acknowledgmenls: To Dr. C. A. Appleby (CSIRO, Can berra) fer hls dlscusslon 
and intcrcst in this work. Financia! support was from DCAPA-IN02044789UNAM. 
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