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RESUMEN 

Las citocininas son . un grupo de titorreguladores (hormonas vegetales) que 

promueven la división ·c:el~l_ar. H!lsta la fecha se desconoce el mecanismo de acción de estas 

hormonas. Este trabajo se ha encaminad~ á identificar genes cuya expresión esté regulada 

por una citocinina (b~néilad-ellilla, BA) élu~alltela;germinación de ejes embrionarios de maiz. 

Se siguiera'? d~s ~st~at~gi~s: La hibrlclación sustractiva por una parte, y por la otra 

la clonación dé un-gen~ i~v6iué~~<l"o'.~n ~I rii~t~lJ'oÍisÍno del DNA y el análisis del efecto de 

BA sobre su expresié:Í~: , ·•· • . ,.·• ··. . ••... • ·•. . . . .· .··. 
a) Se cón~tn1yó 'úna biblioteca:de cDl'~'A en el vector l.. gt 11 a partir de ejes 

embrionarioscl~ 'rriitl~ ~nibebld6s -pó"I" 5 ho;;5 en presencia de BA. Se hibridó una alícuota de 

esta biblioteca.cC>n.·uri~ s~rida.s~st~~Ída' c~pk 'd~.~eleccionaraquellos transcritos inducidos 

en su expresión'por'.BA:"'.:L¡s' cl~bas' P~,sl~lv~~ ilíeron :·~i~l~~a{ ~ u~ad~s c<JITio. sondas en 
experimentos' tip() t-¡oithern _con'.e1:fin:de~'CieierÍnÍnar'.1~ -exp-;.esión- del. gene durante•• 1as 

:::~::~;~~~~[~~~~~11~!~~1t!L~~j~[t~~~~};;;;¡. 
polimerasa). El anáHsis,del R.NAn~ediante ens~yos,ti~~·.N~rthem'lll~st~ó qu~ ·10~ d~s gene~ 

;~,;1:fü~!~]f ~~~~~~~~~;~:~f #!~f ~t~f l~~~i~I~~~ 
horas de germinación; l()s<embri~neS tratados 'có'n BA acurnularon ;J 7 veces. más transcrifo 

que los embriones control. É~tos, datos sugieren que BA estimul~ la transcrÍp~ión y/o 

acumulación del transcrito.de P{;NA , 
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ABSTRACT 

Cytokinins are a group of ph}'torregulators (plant hormones) that promete cell 

division. It is notknown yetthe lllechan.ism by whichthese hormonésact Our aim in this 

work is to idenÚfy ~enes \Vhose ~xpression is reg~l~téd by ~ c;itold~in (benzyladenine, BA) 
during the germi~,a~iOií ·or ITúlb~',?fdtbr}rc)riiC'·aXes.~:~.'." ·.:. · ·, ~·- ·: -· · 

Two ·. apprci~chés w.ere us~:d:· Fil"st'.)~ ;~~btr.aéti~e h~bridization; aríd. second, the 

cloning of a gene h1v~l~ed·i~·DNÁ'. ~~~~b~lisht;~~dth~ ~~ályfa?ofth~ effe~~·of BA on its 

expression. <·: ·: •: ·.::. •··: . . : ·::>•'.•/.•• .. •/··,·: . . ·.':>./'.:•'·://.·.: .:•:,.¡···,·,·.<:.:•:.:•·.··:. .· : . 
a) A cDNA hbrary was cimstructed m the vectod. gt 11 ;· usmg 'mRNA 1solated from 

;_ . : ._:.. .. '-·:7.:, ... ,,· . .;: ·.;:~'·y•'~--~'.,·_,:;.-·;'{·::.>._···~.::··-·,:~_; ::_._ ·_:':·><~ ;:'·<-;-.- · ~·.':;'._ ,;-;.-"'--·:·:'<· -~·,.;:~ ·;.: ... '.<1 ó\ :>~-'. ~--_:: --< .'.:;,_ -. .-.~ ·; .. :. 
maize embrioni.c axes · iinbibéd during 5 •h iri ~A.e T:he :; libraryfwas •. hybri~ized''.with ·•a 

~~~~;~f ·~~~{~i~]~1~~~~~~~~~i~~~~~~f~!~í~i~~ 
b) T~o :'cliff~rent .cDNA_dones °,f PCNA· (prolife~atin~<icéninucleiÍri~~tigen, • an 

:~:~:; t:::1!01hf cktt~f~i;:i~~~:~~;~~iJ;¿:i~i!ri~i~ti:~Ji~,n~WbW2º~~~t~t~i::~1:~: . 
analyzed during the fi¡:~( Í4 11 ;f g~~rnirÍati;;n ()f;:naiz~ ernbryonic axes irÍ'. íhe presence ar 

- • • :~ ' - '· ., - -; ... - • • • ,. - • , • • ., • • • • • ' ,- - _:, ••• o • '· • - ••• • ' 

absence of BA. N().differellce was fouÍtd in thé.antount 'ófRNA between both populations 

during the first · 15 h of ger~iriati~n:< NeJfoh~less, at 24 h E gerrnirÍatfon BA-treated axes 

showed 17 times mcm:i transcriptthari'ihe confrols: Thése dáta sÚggest that BA stimulates 

the transcription and/or a2c'i.u~~laÚon ~f the PCNA. transcript during early maize 

germination. 
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CAPITULO l. 

INTRODUCCION. 

1.1 Las plantas productoras de semillas: Angiospermas y Gimnospermas. 

Una de las innovaciones mas dramáticas que surgieron durante la evolución de las 

plantas vasculares fue la semilla, ya que permitió la dominancia de las plantas que producían 

semillas en la flora de nuestros días, una dominancia que ha sido cada vez mayor en un 

período de varios millones de años. Las semillas poseen importantes atributos de 

supervivencia como son el desarrollo de un .embrión dentro de la semilla antes de 

dispersarse, y un almacén de reservas alimenticias que dará al embrión buenas oportunidades 

de sobrevivir (Raven et al., 1986). 

Las plantas queg~ducensemillas se clividen en gimnospermas y angiospermas. 
El significado liter;I d~I n~íi-ibr~

0

glrriiíd~p~r~a és "semilla desnuda", y agrupa a las 

plantas que poseen :~~mi'u1s'·é~'p~,e~ta~/e~"estj.¡¡cturas .que carecen de fruto. Las 

gimnospermas coriípré~den~cu~tio divisiones:···· Ginkophyta, . Cycadophyta, Gnetophyta y 
Coniferophyta. ú~'IJ1int~s'~din~~~ndidasdeníro'cie'1as tres primeras divisiones no son muy 

. ' ' -....... '--·-··--- ,~.,: , .. "·" - _. _,__ - _, --- -·;. , 

abundantes, pero' dentro de la divisió~ cóniferophy'ta se éncUentran quizá las gimnospermas 

mas familiares:, ias·coníferas, á~pliam~nte distribuidas e~)os.bo~ques,de nuestro planeta. 
(Wallaceetal., 1981):_~> -.~-<-: 

Las angiospermas, o pla.nta~ co~ :flores, co1npré~den 'alredeclo~'.cie.2Js,o~o. especies. 

~::bar:~io:~e;:~:~:n~td:á~~~d~t~~~~~i~'.~~n~;e¿fit.~J~~~¡).:;f±Nasª~tfl1;~~;~a d~a::t:~ 
plantas. Las angios¡i~~llla~iric1üy~~d-os:d~ses: l~s ;ri~ndcÓtÚecJÓ~~ii~'(afrededor de 65,000 

especies> y 1as dicotiledónea~( 110,000 ;~)léci~~)./ Las'¡:i;.i~bip~les diferencias entre estas dos 
clases son: ·. :: '.;· ~ ·- ~·~~; 

Monocotiledóneas: ·· 

Semillas con un cotiledón· 

Hojas con venas par~l;las 
Partes florales en 3 (ó,rnultiplos) 

Haces vasculares dispersos 

' ..... ·-:·· '''"" -

Dicotile}ó~~as: ·. 

serriillas con d~s cotiledones 

Hojas con venas ramificadas 

1Partes florales en 4 Ó 5 (ó muitiplos) 
·Haces vasc~lares en arreglo cilindrico 
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El ciclo de vida de las angiospermas puede verse como la alternancia de dos fases: la 

esporofitica (diploide) y la gametofitica (haploide). En estas plantas la fase esporofitica 

(vegetativa) es dominante sobre la gametofitica (reproductiva). El comienzo de la etapa 

reproductiva se da con la formación de la flor, en donde pueden estar contenidos ambos o 

uno solo de los órganos sexuales masculino y femenino. El gametofito se desarrolla en los 

óvulos y anteras de la flor. 

Después de la división meiótica que se lleva a cabo en la estructura reproductiva 

femenina (óvulos), la megaspora entra a tres ciclos de división mitótica luego de los cuales el 

gametofito femenino haploide (megagametofito) emerge como un saco embrionario de seis 

células mononucleadas y una binucleada. Una de las células mononucleadas será el huevo, 

mientras que la binucleada dará origen al endospermo de la semilla, tejido en don~e se 

encuentran las reservas alimenticias. 

Luego de la meiosis que se lleva a cabo en lasanteras (estructuras masculinas), cada 

microspora haploide resultante entra a una ronda· de mitosis, produciendo el gametofito 

masculino (microgametofito) que posee dos _células: 1.a célula tubular y la célula generativa. 

El gametofito masculino, o grano de polen; es encapsulado en una cubierta resistente y es 

dispersado mediante diversos mecanismos· ¿orno pueden ser el viento, los insectos, el agua, 

etc. hasta llegar al estigma, que es la esi'f;¡ct~rá mas·externa del gametofito femenino. 

Luego de la polinización, los grll~os de p~le~'g'e~l11i~a!1 y el tubo polínico crece en dirección 

a los óvulos. Durante esta _et!lp~. e(núcle
1o dé 1{661ula generativa se divide por mitosis, 

.. '··· - ,-,."'- •: --,··' .. " ·-
produciendo dos esperm~s; , Al .Jleg~r ¡ll 'saco em~rionario, Un esperma fertiliza al huevo, 

mientras que el Otro fertiliza' a' la\céiuía' binuclé'ada. . La p~imera célula será el cigoto, 
-. ... , ..... , . _._ - ·. . ... ' ' __ ,._ -· - --

mientras que la segunda'seconv~rtiráe_nel,endo~perino.triploide. A continuación, el cigoto 

se desarrolla y forma el e~briÓ~ q~e.ést!lrá conténid~ en la semilla, mientras que el ovario 

continúa su desá~roÚo y s~ cié's~rolla ~'llra iciíl11ár~Í fruto. La' pared del ovario (pericarpio), 

generalmente .. se' é~grósá. y'clif~r~ild~ hacia 6i~as''C)~e-. son. mas conspicuas en- frutos 

carnosos. 

Los frutos d~Ias l11onocpti~eÍc)neit~ (como'eimaíz) son diferentes de los frutos de las 

dicotiledóneas; y frecueniemente son éonfy~did?s 'y llamados semillas. Un grano de. maíz 

parece ser una semm~: péréi debido'ª que;poseeperic~rpio (proveniente de la pared del 

ovario), el gra~o es'~~ ~eáiiia.d ~~ fri;~~Ú\ue f o.ntiene una sola semilla. (Fig. 1. 1) 

El proceso• de macl~raciÓn y deshidratación es normalmente el evento terminal en el 

desarrollo de muchá~semill~s. ;clesp~~s ele to' cúal pásan a un estado metabólico quiescente 

en el que pueden perlTiáne~el' ~arios dí!ls' o años sin perder su viabilidad. Después de que la 
semilla se hidrata en co~diciÓríes'fa~~~~bl~s, comienza Ía germinación. 
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1.2 Germinación 

Entre los diferentes estados de desarrollo de una planta, la germinación representa un 

proceso de diferenciación en donde el núcleo celular sufre cambios que lo llevan de un 

metabolismo muy bajo hasta una actividad completamente restablecida. En embriones 

quiescentes, la síntesis de macromoléculas y la división nuclear se han detenido, pero estas 

actividades se reanudan de manera secuencial durante las primeras horas después de iniciarse 

la imbibición (Rejman and Buchowicz, 1971; Dobrzanska et al., 1973; Deltour and 

Jacqmard, 1974) 

Durante lá ger~if1ación de.una seniilÍa s~ ll~va'n' a cabo eve~t~s fimdarii~lltales que 

preparan al embrión p~ra. ~¡ ~rédml~~tb y d~~ar~oii; d~ I~ pla~t~; C:~i't;o ~o~: ·•• : .·· ·.•···. 
',.: _ .'-- ;_,·;·: -1~,y·_ ·: ·. • .t_-'·i~~;.;."' _- . :. -"O·._·.-_ 

a. Imbibición. ., •. '. :' < .. : ·· .. 
La toma de agua por Ja sernill~ es el p~so inicÍal y ~senditl para la g~rmlnación. La 

\ • ,_ ··-. •<-•. - "- ••• ,. - .•• · ..•....• 

cantidad de agua qúe entra a la semilJa. durante la'imbibición 'es generalrÍlentt:l de·dos ·o tres . 

veces el peso · s~?~'d.~--1~'.~~Eil}~~ Fi.~oc(~é¡i~~--~~;,1~·.1a,fua¡~d·~.:~~~1-p'~~ :1~·. sirn,Jlla. e~t.á •en 
función tanto de las propiedades de la semillá como delentcimo en el qúe_.se encúentra. La 

'' ;• '.':' ,• ::.··· ~ -, ''.,:• '',;-,·-::~: .. <··~··.['~:._:I,·'< ,'0 ;\•,·','.•',: ~:::,:,'..'1:·~,~/~:::,:\:,i~+.-~-~:.-, •.;::,,;:•,~!.'• ;·:"--.>•;.• • : 

permeabilidad··dela~se~illa-.depéllde. de su m?rfologfa;e.~titJ~tura; ~o~p?sición, contenido. 
inicial de agua y iempératura'·cie' i~bi~i.~ión .(s~\tíey ~~(J'\aiack! ú94)_;;· ·Durante Ja 

imbibición, los organ~Íós y la~ ~élul~s r~cup~~a~ ei}a~~fi~ y>Jafori°na q~e. ~iesentaban .antes 

de comenzar la deshidrataé:Íon: Ücurr~ll c~~bios 'sig~¡fi~~tivos en la~ membran~s celulares, 

que pasan a ser de estructuras altamente ~ermeables a IÓs ~olutos en gen~ial, a membranas 
con una permeabilidad selectiva (Simon, 1984). · . . 
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b. Respiración. 

La respiración en las semillas maduras y secas (con un contenido de agua de 10-

15%) es extremadamente baja si ~e compara con semillas en cles~rr~Uo o en genninación. 

Durante la imbibición; la respiración se reinicia con un marcado incremento en el consumo 

de oxígeno, posiblemente debido . a; que se, a~ti~~n. e iiicÍratan .las enzimas mitocondriales 

involucradas ene! cicÍ~ d~I á~id~ citrl¿Ó y el trans,pórte d~1 ele~trones. 

c. Síntesis de ~); dro~~í~~s.J ••< ¡; , ,, 

0 

.. 

La transició~· ci'~F~stáclo(,d; clesarrofr~?a¡'estado germinativo requiere de cambios 

fundamentales en el ~on'tr6i d~ l~''e~pi~si6n ~~~étih~ dé i~ se~lUa. •La expresión de los genes 

que codifican para las.pr()t.~í~~~:irit;1u'ciáclis fr~·~rhi~terilil dereserva se apaga, mientras 

que se activa la· transcripciÓ~.;~~·~~ri~lq~e·.c9diflcan ¡)'~ra enzi~as. illvolucradas en la 
germinación, movilizáción'd~'~eie~a~, ~··~1 crecÍmien;~. . · . .·• ·· ..•... ' .'· • .. · 

Los componentci~'l!e¿¿saria's para la síntesis de proteín~s estáll presentes en la semilla 

seca, incluyendo a los'friRNA.s:· Alg~nos de estos mRNAs se ~ll~ue~ti~l!·"~n' una forma 
' •''' ' .. -- ·--·- ~~-·~.-··-.:,:_ -';",·· - - -

protegida, posiblemente asedados a proteínas en el núcleo o en el dtoplasina'(páitículas de 
¡ ' ._ •• •·. •-· .·•-,;o···=-.-·· '· • 

mRNP). Los mensajeros que no están protegidos posiblemente son. degradados durante las 

últimas etapas de la niacluración de la semilla o durante la ge~minildiÓ~tt!..;,pra'~~; La síntesis 

de proteínas se inicia ..;,inutos después de la hidratación de la s¿;riillafy algunos mRNAs 

almacenados son utilizados para dirigir esta síntesis. Poi:os.m111Jtos':cle~p~és de iniciarse la 

hidratación de la selT!iUa se inicia la síntesis de mRNAs, y l{sí~t~~!s::de brdteillas durante la 

germinación dependerá cada vez mas de estos mievos ffiRNAs (Bewl~y ánd Black, 1994). 

d. Síntesis de Dl'fAy división ce_lul~r. · 

Como se mencionó'antenormellte,,la expansión el~ la radícula en la semilla ocurre 

inicialmente por elon~a6ión celular, y su ~rotrusiJ~ p~ede~'O ilb ·~~t~r ~compañada por un 
proceso de división celular. ', /\sí>' lá· diyi~lón 6~1~1ar·· s~ .. cc:Jn;id~~~ .·como un proceso 

comprometido con el cre~·iml~nto yest~·bÍ~~iriiie~fd,;,cl~Ji~plántula,•·e¡ue ·puede iniciarse 

alrededor del tiempo de ~mergencla de l~,r~~ícu,I~': S~ han.de~~;ito dos fases en la síntesis de 

DNA después d,e la imbi~iéi,óñ d~ e~brio~'esde'.in~íz:' D~ni'IÍte'las pnmeras horas después 

de la imbibición se presenia ,u~~ 0Ín¿·6rJ;or~ción ~cle,tir¡;iclina>en el DNA que no está 

acompañada de. un a~m~ntó ~llsi~n6iaIJ~l1'1~:cantidac(t~'t~I ~~-DNA. Esta síntesis se ha 

atribuído tanto a_~narepkraciónd'e(?~A;'p~fa~~~fütü.ir:~I claño provocado por el proceso 
de secado y alm~é~naniientci de. i~ ~¿~ill~,; ~6n'lo { uíi~'.síntesis de DNA organelar. 

Posteriormente existe u~á · seguíidá. fasé'.d~ iné:orp?~~ciÓn de timidina al DNA, acompañada 

de un incremento enla cantidad tot~I de DN.:\.' Está segunda fase se debe a la replicación 
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del DNA asociada a la subsecuente división celular (Bewley and Black, 1994). Una 

representación gráfica del tiempo aproximado en el que se llevan a cabo estos ·procesos 

durante la germinación de maíz puede verse en la figura 1.2. 

1.3 Hormonas vegetales ó litorreguladores. 

Para que se lleve a cabo la germinación, se requiere que la semilla se encuentre en 

condiciones favorables tanto externas como internas. Entre las condiciones externas o 

ambientales están el suplemento adecuado de agua, temperatura; gases y luz. (Mayer and 

Poljakoff-Mayber, 1989). Los factores internos, que actúan no sólo en la germinación sino a 

todo lo largo del desarrollo y crecimiento de la p,lanta, son los fitorreguladores u hormonas 

vegetales 

Los fitorreguladcirci~·son mensajeros químicos que pr~mueven el crecimiento integral 

de la planta y regulan s~- e:6n'.;péiit~miento metabólico durante la germinación y desarrollo. 

Se han identificado · 5. clases de fitorreguladores: ; au~inas,{citocininas, giberelinas, ácido 

absícico y etileno.- En té~miriéis gener~les, las aüxin~s y gib~r~Ühii~ se han clasificad~ como 

reguladores de la.elongaCiórí celular; las C:itóCininas como regÜladore~ dé. lá.divisiéÍn celular, 

mientras que el ácido abscísico y etilenó coriio' lnhibidor~s del 'cf~cimiérito~ 

1.3 .1 Auxinas. 

Las auxinas son un grupo dé hormonas, nat~ralesy sintéticas, que regulan varios 

procesos del crecimiento y:desarrolló en plantas súp~ri'ores'. ·La aplicación exógena de 

auxinas a plantas, 'órg¡ih~s_o c,él~l~_~yeg~talFs en~§41tivc>af.ectacde:manera dramática la 

elongación celular, as(c¿~o I~ di~i~ión c~lula~ y I~ ~orfo génesis. LOs eventos bioquímicos ". - ' ';" .. ,., : .,. ·~' · ... -- . ' ', _., ·.·· ._ ,, 

y moleculares involuc~ados en larespuesta a aÜxinas nÓ se conocen completamente (Raven 

et. al., 1986). Se ha pr()púe~to qu~ I~~ a~~i~as tierl~~dbs efectos diferentes en el proceso de 

elongación celular: un efectorápido iiliCiai'en el que se incrementa la plasticidad de la pared 

celular y un efecto posterió'r en eÍ. que' se modifi~a la expresión génica (Reddy et al. 1990). 

1.3 .2 Giberelinas. 

Las giberelinas provocan crecimiento en la planta, estimulando tanto la elongación 
como el crecimiento celular. 
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Súitesis de DNA 
(oragenelary 

replicativa) 

/ ·"" o 

p~ef~~ figuras 
rrtltóti~~-s · 

Mitosis 

tiempo de inibibición 

(horas) 

Fig. 1.2. Tiempo aproximado de aparición de algunos eventos celulares relacionados con la 

primera división celular durante la germinación d~ e]~~ ~Oibri~~arios de maíz, y el efecto que 

sobre ellos tiene benciladenina. 

Adaptado de: Baíza et al. ( 1989), Zaraín et al. ( 1987), Vázquez Ramos et al. ( 1990) 

y Reyes et al. (1991). 
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Las giberelinas también están asociadas a la movilización de las reservas almacenadas 

en la semilla. Durante las primeras horas de germinación de cereales, las giberelinas 

contenidas en el embrión y/o escutelo se liberan en el endospermo de donde difunden hacia 

la capa de aleurona. En este sitio controlan la producción y secreción de enzimas 

hidrolíticas (entre ellas la a-amilasa) capaces de degradar y utilizar las reservas acumuladas 

en el endospermo (Roberts and Hooley, 1988). 

1.3.3. Citocininas. 

Las citocininas son un grup~· ~e fitorregpl~doresque al ser agregados a plantas, 
semillas o cultivo de tejidos,. prc)rril.i;~ell. ¡¡ divlsióri cell.ilar (Miller et al. 1956; Skoog et al. 

1965). La primera citocirii~á iiat~~Íll ·identifl~a~a\.'fue la'z~átina, que se aisló a partir de 
granos de maíz inmaduros (Leth¿ril,•1963)::\E~ i§s aflos que siguieron al descubrimiento de 

la zeatina, varias citocinina·s .. rná~ fu~r~~.ai~lacla~·ycaracterizadas químicamente. Se 
demostró que todas ellas s<ln d~riv~d;;·s cll?c·¡~ iloi~~tenil adenina (Roberts and Hooley, 

J 988). También se han con~t~ídÓ'""•derlvad~~.¡~iFtéticos, siendo la benciladenina (N6-

bencilaminopurina) uná cit~~inilla~si~~étl~a-;a~pllamente utilizada para el estudio de estos 
fitorreguladores. ·. c.;• . • ... ·· .· 

Se ha encontrad~'qÚe .i~s•~i;d~i~iria~<pfalcip~n e~.varios eventos fisiológkos y 
metabólicos del desarrolfo de. t~a;pl;i~tá) Ent~e·¡~·~ e'f-eci~s flsiológicos se encuentrán un 

estímulo en la diferenciación celuiái(Var~ell'alld yá~il,\978)y un retrasoen lasene'scencia 
(Tetley and Thimann, 1974). . .. · · ,,~e, 

Entre los efectos metabóÜc~s ~eporta'd~~ esthn: El; Íncreme~t() ~n el· co~tenido total 
de proteínas (Tepfer and Foslet, l 978{y ell 'partic¿l~r ~·n I~ i~tl~ida~ e~p~cificia.'de algunas 

enzimas como endopeptidasas;' •·· pi~cif~sfat~s~s.~ fósfoci~~I · ~iriiVat~ -~a-rb<lid1~sa, nitrato 
•. , ; ·-,.> <r-.-··:·-,: ;~.;-\·::1'.\"'·::.' ;·· .>«< .:.:-.: ,'!.«·:;.,,:.\!_..'. ·,·:,':'"" .,.:!::.:_·,O.-·::··, ..... _ -

reductasa, RNA polimerasa. Y. DN~ pofüneras~ (Karavaiko< er. al; iJ 98};' Kulaeva, 198 1; 

Vázquez-Ramos y Reyes, 1990)._ii'iricreÍneí{to enia' ~í~ie~is dé. ~ig~rio"'6 ~~tcidos los tipos 

de RNA (Fletcher, 1969; Yo~oy~~~ et,alL1980; Cheíi ~t ¿¡::_.,i981))'~sp~~lfi~~~nte en l~s . 
niveles de mRNAs de nitr~f6 ;~·d~~,t~~a,

0 

f;sf~~rio1 piru~ato éiirbóxÚas¡y ~~hiclr~sa c~rbónica 
(Lu, 1992; Sugiharto~ l992):''ásí ¿t}ffi() la e~ti\n~J~ciÓri'/d~:;j~·bl~géne~iscÍ~'!cÍo;oplasfos 

,-- e ·- .. - / ·<;,;',":- ';·;;- ,-•':; __ .,, . ,> ... < • • •• 

(Longo et al., 1979). ' 

Una interrogante fundam·~~tai e~: el ~st~td de la. regulación metabólica . por 

citocininas recae sobre el mécanisrno de acciónde ~stos. fitorreglJfadores .. 
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1.4. Algunas consideraciones acerca del ciclo celular durante la germinación de ejes 

embrionarios de maíz 

La mayor parte de los datos disponibles acerca de la germinación de ejes 

embrionarios de maíz indican que, durante la maduración de las semillas, gran parte de las 

células del embrión se encuentran bloqueadas en la fase G 1 del ciclo celular (Deltour and 

Jacqmard, 1974; Conger and Carabia, 1976; Deltour, 1985). Recientemente, Georgieva et 

al. (1994) encontraron que durante las primeras 4 horas de germinación, la mayoría de las 

células se sincronizan en la fase G 1 y parte de esta población entra a la fase S entre 12-15 

horas después de iniciarse la imbibición. Se ha estimado que sólamente el 20-30% de todas 

las células entran a la fase S durante la etapa inicial de la germinación, pero la población que 

lo hace se encuentra sincronizada. 

1.5 Antecedentes de nuestro grupo de trabajo. 

Uno de los temas de interés en la actualidad es el estudio de las hormonas vegetales: 

cómo es que estas moléculas son capaces de regular el metabolismo y cómo son captadas 

estas moléculas por los tejidos blanco. 

El interés de nuestro laboratorio· ha. sido estudia/el .efecto qÜe tierie "la ~itocinina 
sintética Benciladenina (BA) ~obre el ~~ti~oll~rrio d~IDNÁ ~u~~~t~ ¡;gé~n"ii~á~iÓn de eJes 
embrionarios de maíz. s~ ha encontr~d~. qu~: ;¡ .. .• :> ; . . .. ·· .. ·• .. ···.· .. ' 

';"~:·_,·: ,_ ·:.: .. :: .. - . ':,~ 

1. BA increme~tal~sintesfareparativa defoN1(~ l~~ 3 h~rai de ~erciin~~ión de ~jes · 
embrionarios de maíz (Za;aí~'e~·a/., )~fa7). · . •·.. . .. ·•• . ·• .. . .. ·.. . . 

- -,-, - ';;--o-:'·.-.--'o-:c:-.7;'~~--'S'-_-' "";- >----=::--- -'--''-'~--'--~-

2. BA promueve•el inicio de •. lasínt~sisrepiic'atÍvadeIDNÁy;allmenta•la actividad 

específica de la DNÁ polimer~~~ a las 6 horas 'de'i~.h,ibiciÓ~; • este: ~ut1Jento. es~ d~pendiente 
de transcripción y tÍadu~~iÓn {V~q~~~~R~m~s j''lleye~; 1990;' Reye~·~t'~/(1991)'. · 

- _·,-.,.. . ... ; '. ' - .- .. _.;. '.·,.· - , .. 
··\'' 

3. BA incremenÍa (hista'ire~. ye~~s) ~Iriú~e~6 de'figili~slllitó¡iéa~ entre ias.15. y Z4 ·. 

horas de imbibición. (Reyes;;t~/.1'991}:_ •·• ·•·'.' /. ·:; :.<• ; > : 

' 
4 Al analizarlos pr~ductos ~e t::ad_ucc:ión inyi;ri{de l()S ~As ~islado~ de. ejes 

embrionarios embebidos por 5 horas con y sin BA, se encontró que BA ca111bia el patrón de 
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expresión de algunas proteínas, aumentando la cantidad de por lo menos dos y promoviendo 

la aparición de por lo menos una proteína de 77 Kd aprox. (Zúñiga, 1991). 

Los hallazgos anteriores nos sugieren que BA modifica o acelera la aparición de 

algunos de los eventos que participan en la división celular y nos han permitido suponer que 

la benciladenina puede estar ejerciendo su efecto, al menos parcialmente, a nivel de 

modificación de la expresión génica. 
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1.6 Hipótesis 

La citocinina Benciladenina regula la expresión génica durante la germinación de ejes 

embrionarios de maíz. 
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1.7 Objetivos 

1. Aislar clonas de cDNA de genes cuya expresión esté regulada por benciladenina durante 

la germinación de ejes embrionarios 'd~ maíz. 

2. Medir la cinética de aparición de los RNA mensajeros de dichos genes durante la 

germinación de ejes embrionarios de maíz imbibidos tanto en presencia como en ausencia de 

Benciladenina. 

3. Secuenciar y caracterizados genes cuya expresión esté regulada por BA durante la 

germinación de ejes embrionarios de maíz. 
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1.8 Estrategias experimentales. 

Para lograr los objetivos planteados, se siguieron dos estrategias distintas: 

1.- Hibridación sustractiva (Sambrook et al., 1989). 

Para detectar diferencias en la expresión genética entre células o tejidos muy 

relacionados, se puede hacer uso de sondas sustraídas de cDNA (capitulo 11); Debido a que 

se remueven las secuencias de mRNA abundantes comunes a los dos tipos celulares, la 

proporción de radiactividad en la sonda sustraída que corresponde a mRNAs .raros se ve 

incrementada. Esto permite el aislamiento de clonas de cDNA que corresponden a genes 

que se expresan en un tejido celular pero no en otro. 

2.- El estudio de un gen involucrad~ ~on el metabolismo clel: DNA y cuya expresión 
pudiera estar regulada por BA durante l~'g~r~ina¿ió~ d~~jese~bri~:n~?~~ de maíz (capítulo 
III). . •: .. <. ·•. • .·'''':.q.•. ' "· .... . . ·'¡e' .. ":, . 

Como ya s~ D1~n~íonó,eli~cremerito .. ~n la~síntési~ de riNA f"e;; la actividad d~ la 

~~~s~º~~::~~~:~z.d¿~i~~~~~f º~~y¡Hc1if¡f ~~i~~:~;~ji~~~s~t~f ;¡n:.ii~~~~f:~:t~ .. s!:. 
decidió clonar el cDNA para PCNA(aritígeno nuéleanle proliferadóií celulár)'de maíz, un 
factor que estimula la 'actividad d~ la DNA poliirierasa,. y estudÍar .el é:fect~ de eA. sobre la 

' . ,. -· - .. , .. - .. ' . - . - •' - . -·· .. 
expresión de este gene durante la germinación de maíz. 
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CAPITULO U. 

HIBRIDACION SUSTRACTIVA: UNA ESTRATEGIA PARA BUSCAR 

SECUENCIAS REGULADAS POR BENCILADENINA DURANTE LA 

GERMINACIÓN DE EJES EMBRIONARIOS DE MAÍZ. 

2.1 Objetivos particulares. 

2. 1.1 Construir una biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de maíz germinados por 5 

horas en presencia de Benciladenina 

2.1.2 Haciendo uso de la metodología de hibrid_ac_ió!_l st1.Stractiva; ais,lardonas d_e DNA · 

complementario a RN¡\s mensajeros c_llyaexpresiónsearegul~_~apÓrbc.mcilaéleninadurante 
las primeras horas de germi~

0

~dÓ~ q~ ~jeJ. eTb~i?~~ri·~·s d~ '.riaJ~: •_.·_.·. ·. - -- . . - . 

2.1.3 Corroborar lfe~'pr~~ión direr~nci~I d~ las clon~s lderi~iti~adas en el i~ciso 2.1.2 

mediante ensayos tipo.North'erni 

2. 1.4 Caracterizar y secuenciarlas donas que muestren respuesta difer~ncial ·a . 

benciladenina. 
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2.2. Materiales y Métodos 

2.2.1 Material Biológico. 

Se utilizaron semillas de maíz variedad Chalqueño, con un 95% de viabilidad. 

Los ejes embrionarios se extraen manualmente con ayuda de una navaja, procurando 

que los ejes queden libres de escu.telo péro cuidando de no dañarlos. 

' >.. 

2.2.2 Tratamiento de los ejes emb~onariÓs de maí·~ con la citocinina sintética Benciladenina. 
· .. ;'' 

_,,~:?< ';•, .. ->.~ .''::;·,:. ·~· 
,,·. ,. . . :.· :·~-. : 

Todas las solUcione~ y efrnatéi-i~Iutilizadocdében ser :stériles. El amortiguador de 

imbibición se esterili~apor flhr~~iÓn!~k6~ ~Je's embri~~~ri;~se desinfeCtan en una solución 
de NaCIO al 0.1 % du~ante .JO ~·~~ndos; l~ego se '1a~ari;s veces durante 30 segundoscada 

vez con agua destilada y. estérilryse ésctÍrrénsobre, ~apéÍ tlltro. Los eje~ emhrici~~i6s se 

embeben en una caja de Pétri 'sobre p~p~l flltici satllr¡d~ ca~ eianíortfguador d~ imbibición. 
. • ' '·' . : •• ,e- ·•. ·" - • . ' -

Amortiguador de imbibicion: · 
50 mM Tris-HCI pH 7 .6'. 

SOmMKCI 

IOmMMgCl2 

2% sacarosa 

I o µM cloranf el'licol 

1 o-s M Bencil;d~niria (Sigma) 

Ú bencÚadenÍ~a se prepára como una solucion "stock" 10·3 M en etanol all0% e 

inmediatamente s¡'clúUy~para ·~~~rse éóuna concentración! o'.s M. 
Para los experimentos control,. los ejes e~bria'n~rios s~ tr~tan en c~ndiciones iguales, 

excepto que al amorti~~ador dé imbibición no ~e le ~gr~ga bencÚadeni~~. . 
',, , '. - ' ~· - - . ' •. ., t , ... - . ' ·-, -_ -, .. , - .. ~ --- •.• . ' 

Los ejes embrionarios se illcubanen uria estufa de temperatura controlada a 25ºC por 

el período de tieÍnp~ ~oriésp~ndiérité al éxp~rimento~ realizar: 
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2.2.3 Aislamiento de RNA total y RNA mensajero. 

2.2.3. l Precauciones para trabajar cOn RNA (Sambrook et al. 1989) . 
. ·, , ··--· ' .. ·',· ._,._ ', 

·;_.; 

Todo el m!j_teriá1 Utilizado clebe ~star lilirede RNAsas: 
l ·:;- · .. _;,' . · e-~'-:_.:-"~' -- :,_: ;.·; :~r.:; .-;~-~ ''" :~,.:, __ .,-:~~;:-~;e; '.--~-- ... o.': .. '-, · · • • 

a. El agtJa se trata con!dteti.lpirocarb()nato (DEPC, un potente inh1b1dor de RNAsas) 

de la siguiente n;áne~~:)~é·'agr~g~DEPC°•al'·oJ%·con agitacion continua durante por lo 

menos 15 horas y se'e~feriÍiz~·eii áut;J~J~v~ clu~á;te por lo menos 30 minutos. 

b. Todo ~1'hici'.t·~~lal ~e.~ri~,ta'J~ri~\l~b~ ~e~ siliconizado, enjuagado con agua tratada 

con dietilpirócarbo~atc) )'.,horneado· a 1 SO~(l por. U~ in.ínimo de 24 horas. 

c. Laspu~tas.p~ra;pip~tils:y/tub~s cl~'plástico deben ser nuevos y estériles, 

guardados en cÓnt;~edor~1 ~sp~~i~l~~n~~ aba~ad~s para este fin. 
,. ... ;;: ---~:-.·~; ·- :"'-' ('' ~·:·~·:e: .,_._, ·::-"' ~- ·:.:-· . .'·., · .··· 

d. Siempre debe trábajársecon guantes y cambiarlos frecuentemente por ser esta una 

fuente comón cle.RNÁs~~·.>; . · · · . · 
e. De ser posible; t()~ás las soli.iciOnes de trabajo se tratan con· DEPC. de la manera 

descrita. 

2.2.3.2 

El aislami~"cto .. d~~J~~ .~e ejes em?rionarios de maíz se hizo. siguiendo el 
procedimiento· descrito en Sambr99k et al. ( 1989). 

El procedim.iedt~.Cl~~'se~~S'crfbees~ara,u~gratno de efes'é~bri¿narios. El tejido se 

congela en nitrógeno Ííquldo: eni ~ort~ros pre"enfriados enN2; ;~L'tejido. se macera hasta 

obtener un polv~ fi~ci. >,Es i!TI~ortant~ ~o{deJár> d~s~ongel!lf' Í~ ··· múestra, ··agregando 

continuamente Ni. Una·v~~ b'íJi~hi~o''ei polv?, se' ag~eg~~ por, la' pa~ed cÍel mortero 6 mi de 

solucion de ITG (50 ~·Tris~Hc1·~fÍ'r5':·4MJsi1Íiocian~tb~d~guanidina, 25mM EDTA) y 

0.5 mi de j3-merc~ptÓefan°6t+s~:d~ja'.d~s2Cing~l~i 1~\~~~strll, y a medida que se va 

descongelando se m~ce~~ ha~tk 6lit~n~i u~a pa~Ía 'n~ d~n'sa:::, F.1. líquido obtenido se traspasa 

a tubos COREX y ~eÚa~reian; l~: ·~as , ;{i¡,iio'::~b·sibl~ 5 <mi de una mezcla de 

fenol: cloroformo :alcoh~I. isa amílico': 25:if 1.·.· Gll~·· se ~~cUentr~ a . t~mperatura ambiente. Se 

agita vigorosamente é~ t~rt~x' d~~ante · n 0Íi~llt6 p~; · i~ n\~~~s. y, s.e centrifuga 3 o minutos a 
1 o,ooo rpm (SS34, SorvalÍ)O:se:id~ila faseslipe~i~~.·;,·~·~id~· ei'volumen y se agrega 111 o 

de volumen de ácido ·~¿~tfco lM y 0.7 ~blúme;es :de é!anol ,ábso!Utó. Los ácidos nucléicos 

se precipitan a -70ºC du~ánt~' ZO nlinutos: Se ~entrifugaa 10,000 rpm (SS34, Sorvall) 
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durante 10 minutos y la pastilla se lava con 1 mi de acetato de sodio 3M (pH 5.2), agitando 
bien en vortex para eliminar el máximo po~ible de polis~cáridos: Se centrifuga a 1 O,ÓOO rpm 

por JO minutos. La .?astilla se lav~ dos ~eces ·c~n. etanol al7o%· (~orna· en los. pasos 

anteriores), y se cleja· se~a~ c6n -~I tubo iiJv~rtid~ dur~nte aprolcirÍl~damente 2o min; Los 

ácidos nucléicci~se ;esuspe~d~n ~n ª~ª cle~tüa~a,··.tr~tada ~~~ DEPC y ~¡tériL. y se ~stima 
su concentracióÓ pord~Üsid~d·Ó~tÍ~a·a Z60:~Íil (l UDO i~o ~in ~-40 µg de RNAlmÍ). 

::;~ !-,.-., -,-·-

'" ,:·',' _'."' -

2.2.3.3 Aislamiento de RNl~énsajero: 

Para aislar mRNÁ~~ si.gÚló .. el procedimient~ demito par~ el. aisla~ie.nto ·de RNA 

total, pero la pastilla .~bte~icla en•·~1 último pa~o ~e resuspende en 3.111' cie' amortiguador de 
unión (10 mM Tris-HCI pH 75,J#t EDTA, 0.3ÚNaCJ;'.0:1%;SÓS).<Lasoiución·de 

:~:. ';:'::::.:.¡¡,¡ri;~J:~~;t:~.~:.~.~~g'JWg¡~~~f ¿f !J;~.!°~~~:: 
1 000 X g por 5 minuto~· ~ t~~p~~~tura ~lllbi~nt~:. EÍ RNA disÜel~o (nci ·in~s de 20 mg) se 

. ,_.;: '.'_"; ·: • '·.¡-_ :· ":·-: .-.;-·:_. ''._·:;,. :-> .. :.~:'.>'·:._·.;~ '} ::,_.f.c.',--' ':'. _;:_;, ~ :;-if:.· ;", _-:: - ~;\· .- .__._,_>'·::·~· '. ;: : :·:~·.-::·; _::_:,; ... :' -. 

carga en una columna de) 00 ing. de' o ligo ~T. celulosa (Bf{Li' USA) y/se permite qu~ ·fluya 

~~~d!~av~~~~Á ~~!~:~: sde1i~i~~1gf ~~~·~i1~~1g~~~:~~h¡f~no~~!'.~ti:f~~"di:t 
Tris-HCI pH 7.5, 1 · mM EOTA;,0.1 % SDS) y'er elúafo:se rec~ge'én i.má sola fr~cdón;:r Este 

2::::.:;~::::ir:t :Y~;:t!~f t,~!füT!i~W~~~1Jr!~i~~~t~: · 
4 mi de amortiguador de unión. EÍilNA de la ~~lum~a se lav~'co~ 4 ~Í"d~ a~ortig~ad~~'de 
unión y el mRNA se eluye con i .5'~ dtariiortlguad~r de elución;'; el el~at~ se ~~coge en 

una sola fracción. El mRNA se preciplta ~on 90 µI de NaCI 5M y 3 mi de etanoiy seg~arda 
a -20°C hasta que sea útil~Zild~:o-'.~-.- ., -,.-_"~-- ----· 7

-- ce-- ·- - -~- -- --- -· • -

2.2.3.4 Estimación del rendimiento,'pureza e integridad del RNA. 

La cantidad de RNA extraído se obtiene a partir de la· relación: 

1 unidad de densidad óptica a 260 nm equivale a 40 ~Lg de RNA /mi 
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La pureza conseguida se evalúa considerando: 

A260 I A280 debe ser cercana a 2.0 

La integridad del RNA total obtenido se puede' analizar en un gel nativo de agarosa 

al 1.5% en TAE IX (40mM Tris Base, 20mMAcidoacélicó, 2mM EDTA, pH 8.1) como 

amortiguador de electroforesis. A las m~estras á an~Úzar (2-5 · µI), se les añade 115 de 

solución de colorante 5X (0.25% Xilencia~ol, o.25% ~~I de Bromofenol, IOmM EDTA 

pHS, 50% glicerol) y se calientan a 65ºC durante3~5~mi~utÓs para desnaturalizar los ácidos 

nucléicos; se enfrían rápidamente en hielo y ~e c~rgarÍ ~~ el· gel. Es conveniente cargar 

también una muestra de RNA ya analizado como é6iifro( L~ electroforesis se realiza con el 

gel totalmente sumergido en el amortiguador: de·~·el~ctroforesis a una corriente de 5-1 O 

voltios constantes/cm de gel, hacia el polo posiÚ~o.'. Los ácidos nucléicos se tiñen con 

bromuro de etidio (0.5µg/ml) durante 15 mirÍyse'.vis~alizan con luz ultravioleta (366 nm). 

Si los RNA ribosomales se ven formand() bandásidefiniclas-puede considerarse que no ha 

habido una degradación significativa. 

La pureza del mRNAse análiza en'l·a~ ~isrria's,cplldiciones que para el RNA total. 

En este caso, el mRNA debe observarse con]o un l:Jarrido continuo sin que se observen las 

bandas característicasde los RNA ~iho~~rri~1¿J (fl~ura 2:2,yer inciso 2.3.1). 

La construcción·. de . una• biblioteca de cDNA ·de ejes embrionarios de. maíz 

germinados durante5 hom eri preseÜ~iade Benciladení!la se hizo Útilizando el kit comercial 
de BRL (Bethesda. Re~earch Laboratodes; usA) pará:la • cl~na~ión de cDNA en

7 ei 'vector 

lambda gtl l. 

La estrategla general para la con~trucciÓri,cle la bibliotecade cDNA se presenta en la 

figura 2.1. 

2.2.4. 1 Síntesis de la pri~-e~a.cade~a de .cDJ\lA: 

Para la síÜte~is de, la ~rhneia ;ca~enade cbNA se utilizaron. c()mo molde 8 µg .·de 

mRNA (RNA poli A+)··ex;r~ídod~ejes"en'ibrionarios de maí~ incubados por ·5 .horas en 
presencia de Benciladeniná, y la tral1scriptasá reversa rVf~~1L V, en un volumen de 50 µlen 

27 



RNApoli A+ 

Tr~nscriptasa reversa 

Primera cadena de cDNA .· 

. DNA p~lirnerasa 
RNAsaH 
DNÁligasa· 
,•:,,,:··,,.--, 

Digestión 'e:ar1 E~~ru · 
Crorn~fográfia én cólumna 

- .· .. - . '·:: ~-_;:::';º ' -·;. 

·ar~as d~\ i,~1 I 
.oN'A ligasa deT4 
::~~~~ i~\L;_::_;ii~~::;.·_¡ · .. 

Figura 2.1.- Esquema de la construcción de la biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de 
maíz. 
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las siguientes condiciones: 50mMTris-HCI (pHS.3), 75 mM KCI, JmM MgCl2. IOmM 

dithiothreitol, 500µM (cada uno) dATP, dCTP,dGTP y dTTP, 50 µg/ml oligo (dT) 12_18 , 

160 µg/ml poly A+ RNA, 10,000 u/mi Transcriptasa Reversa M-MLV (clonada). 

Inmediatamente después de iniciar. I~; r~acción con la transcriptasa reversa, se 

transfieren 5 µI de ésta a otro tubo ,que Coritiéne I ~1CFde (a32P]dCTP para obtener la 
. ' . "".!. ~- - ·. ''-;. ,. . " 

reacción trazadora. Ambas reacdoñes se incúban'a 3 7ºC por 1 hora y se paran agregando 1 

µI de 0.25 M EDTA (pH 7.5) .. se dét~~ina'eLr~~dimiento en la síntesis de cDNA por 

medio de la reacción trazadora y séprci~i~~~~on la sí~tesis de la segunda cadena de cDNA. 

2.2.4.2 Síntesis de la segunda cade~a ele ~DNA, 
. ;.,-; 

La síntesis de la'segun.da::cadena de (;DNA .se lleva a cabo agregando DNA 

polimerasa I y RNas~ ff\ L~ llN~~~Í-I'~s un.a ellc!ó~udeasa que produce cortes al azar sobre 
el RNA del híbridol~NA:o~A;'f{¡''q~e p'~()clucé uns~strato para que la DNA polimerasa I 

sintetice la segu~cl~ ¿ade~~' del ,;cDN~; ;' §sta;~~ac~Í?n iaillbién incluye (a32P]dCTP, de 

manera que los prodÜcÍ6s~dela:síaesis 'dé Jil'~~gulldil ~adena•puedan ser cuantificados y 

examinados porel~cí~of~~~~Ís ~rí ·~el.; L~ r~a¿dÓn se H~va. a cabo en 360 µI en las siguientes 

condiciones: 25 ~I[is-I-J<:;I i~I;I[~·Ú: Jpo;~)~~i! 1p ~-(NH4)2S04 , 5 mM MgCl2, 
250 mM (cada uno)dATP/dCTP;td°.TP;dVP;Jo~~iCi[¿(32P]dCTP, 0.15 mM NAO, 5mM 

Ditiotreitol, 250 u/mi DNÁ'¡joliriiif~ia lfs'~s ~/óí'i'"RNasá H, JO ~/mi DNA ligasa. 

La reacción sé in~ubad~rnrite2 h~ras ~ 16°c, y se pára con 25 µI de EDTA 0.25 M 

(pH7.5). Se tonian:'i o. ~~1.'para·n;ecÍir ·¡a 'incorporaC:ión 'de'rádiacti~idad y estir1lar el 
_, ,··.-· .. 

rendimiento de la ~~-ác~iórÍ. / - '~~, >.~'~> :~~-'_·: 

. - -.. -; ; ~,~·-.t·· ; . '1:~· 
2.2.4.3 Análisis de iá pri~era y segunda caden~sde i::DNA; • 

El tamaño .de lo~. productos' de)¡~~rn~ty segunda cadenas•de cDNAse estimó en 

un gel de agarosa al ...•. 1 :4~(.e!I Q"()3l•f¿.t-:i~C:l,.\2mM ~r-Ja;EDT Á (pH7 :5):-~s~ndo ··como 
amortiguador de co,rricÍ~--ó.o3 M NaÓH;;2fuM· ÉDTA····Se ÚtilizéÍ DNÁ d~I ra'golambda 

cortado con la enzima cÍe rest;icció~ flimllffco~6 r¿ferencia para ~sti~arel tilliiaño de lo; 

fragmentos. El gel se tiñó con bromuro de etidio, se fotografió y se ~xpuso en unaplaca de 

rayos X. 
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2.2.4.4 Metilación de sitios internos de EcoRJ. 

El dscDNA puede contener sitios int.ernos de reconocimiento de la endonucleasa de 

restricción EcoRI. Dado que los ad~ptadores de ÉcoRJ deberán ser digeridos con EcoRI . . 

después de ser adicionados .a: )o~ . extremos del dscDNA, éste podría ser cortado 
internamente si estos sitios 'iiéi sori protegidos. Esto se logra mediante la metilación del 

dscDNA antes de la adiciÓn'd~ Y~s'~ciaptadores de tal manera que el cDNA pueda ser 

clonado completo. La r~ac~iÓÍÍ de metilación se llevó a cabo en 50 µI en' las siguientes 
condiciones: I µg cDNA/50.mM Tris-acetato (pH 8), 5 mM ditiotreitol, 1 mM EDTA, 10 

',-,., ~;- ·. 

~1M S-adenosil-L~metionina, 60 ü de metilasa de EcoRJ. 

La reacción séÍ~c~bó>a 37~C durante 30 minutos, y posteriormente a 70ºC durante 

1 o minutos para ina¿ti~ar Ía enzima. lnmediatam~mte se procede a reparar los extremos del 

cDNA. 
·,' . 

2.2.4.5 Reparación d~.1.o's extremos del cDNA. 

Dado que ~lpfo~~dimiento d~ síntesis de cDNA no produce dscDNA con extremos 

romos, los extre~os de( cD~.A de~erán ser. reparados para asegurar que la. adición :de. 

adaptadores por.la:enzima DNA ligas~ de 1'4 seBevea cabo de manera eficien,te .. ; La enzima 
utilizada es la DNA p·~limeiá~~ de:i4 qJe;·aderriá~ &\eri~r ~ctlvidad de DNA pÓlimerasa, 

posee actividad 3'~5' ex~ducÍe~sa. la cÓmbinación 'de; estás .deis ~ct.ividades generará 

extremos romos~n• el ,cDNA. La reácción,,d~'.~~iHació~ ·~.~.ll~~Ó a ¿aboJén ·100 µI en las 
siguientes condi~ion~s; 1.·µg ¿DNJ\ s. mJ,1 Tris7a~et~~() :pH 8,~'l o,ffiM .a~eiato de magnesio, 
65 mM acetatode sóclió,;o.'s· ~ oT.i;:o'.02s·~1~~.fr¿y~)dATP;;dCTÍ>; dGTP, dTTP, 10 
unidades de DNApolini'e~.~~á'.de/f4) •o e·\.¡'. ~f:f'f• ~'•;~ ;\;~.'.·.:· . .c.:·· ... 

La reacción se, i~~~~~.·~. ~J°f .du5~g;~¡1 ~.IUi~~~~s:'.'. E~.,~~'1.s~.:~~!~~e una vez con un 
volumen de fenol; una vez con. una tn~~cladefenol:cloroform~ :ako~ol isoamílico 25:24:1, y 

::~:, ~:".:7 .. :::~J~,ik/~jf~ii~~l~~~;Ht~\~t~·tr-7tr·:::o;, ~~~ 
de 2 horas. El DNA se ~ent~ifug~ du;ante• 15 mln~tos ~ Í2,000 rpm ¿n"iilic~ocentrífuga 
Eppendorf, la pastilla se lava d~s v~ces c~n etanol al 70% y se s~ca co~ el tubo abi~rto s~bre 
la mesa durante 10 minutas; 
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2.2.4.6 Fosforilación de los adaptadores de EcoRI. 

Los adaptadores de EcoRI se fosforilaron en 20 µI en las siguientes condiciones: 2 

~1g de adaptadóres de Ec¿RI, 60 ll1M Tris~HÓ (pH 7.8), 15 mM f3-mercaptoetanol, 10 mM 

MgCl2, 0.6 mM dATP, 10,únidadésde. llf enzima P?lim1cleÓtido cinasa. 

La reacción se incubó'a37~Cpór'Jo minutos y posteriormente a 70ºC durante 10 

minutos para imi'cti~ai la e~zima) 

2.2.4. 1 Ligación ele 16s act~~t~dol'esde Éc:6ru ~f ~oNÁ. 

La reacclóA;s~·11e9 a ;~abC> en .unvolufu~n de 50 µI en las siguientes condiciones: 1 

µg de cDNA (paso 2.2.4 . .5.), ():5 µ1td,e:·a<laJiadqfe~ de Ec~RI (S µI del paso 2.2.4.6.), 50 

mM Tris-HC((pH~?:S),;iomMMgC,1~; Í~'ATP,' .. 1 mMDTT, 5% (p/v) PEG 8000, 

s unidades de DNAliga¿a. · ··• 

La re~c6ÍóÜ se'i~¿ubÓ ~ Í éc dtiránte tdda; lá noche. PÓsteriormente se calentó a 

70ºC durante 10' ITii~ufas ~a~a_i~acÜ~ar ja, e~~i~a~ '.; 

:--;. -

2.2.4.8 Digestión de lo~ adaptadores de Ecó~~e~_·ho~Accin la enzima EcoRI. 
· .. <:·:-:_:/_,;:::,_"-o ·-:; ,/< 

La digestión co~Eco'Íu re~Ú;ve.105'.~da~tad~res·poli.merizadós. y. expone los sitios 

adecuados pará la ligación· e~ '~1·~edtor'J~~bda gt 1 ( :: . ...• •• · · •. · • , < · . · 
La reacción ¿e 11eJó a'C:~tio·~~'.Í 6bJ;'te~ 1a.; siguientes •ciJndi~iqne~~ .·· •.1 ~¡g de cDNA 

(del paso 2.2.4. 7.), 62.S niM'Tri;¿l-JCI(pH8}, cí'Z.s' ~ M¿ci;;~JOO mM N~Ci. 40 Ú~idades 
de EcoRI. 

La reacción se inc~bó a·j7ºC du~ii~¡~'- 1'hófa;i·5~ exf~¡jjb ca~ .fenol~clorotormo y se 

precipitó como en el pas6 2.2:4:5 .,.' . ·, .. -. '' '. 

2.2.4.9 Eliminación d~ l()~~ci~Pt~do~ésAigeridoscleEcóRI, 
-·--~. -<·~-· ,{' 

Después de la d;ge~tign .. con 'Ecoiu; · .. los Ha~tadofes dig~ridos .··se··. rem.ueven por 

cromatografia de filtración ·~ne gel efr s~[ilia;os~:cL:~4a,:. Esta .c~í~il1na. ilipibién • remueve 

pequeños fragmentos de DNA Óbtenidós c6ín'6 p~~dÚct~s ~bort~do;d~ranté la ~íntési~ de la . ·- - - . . . . .. - ... ~·:..-.:<,;: .·. -' ·,,~ ; - . -,: "' . . . 
primera cadena de cDNA. < '-, : ;. : ' : · · 

La columna se equilibra con 5 mi C!e, arnortÍgull,d()r TEN'< IO mM tri'is:HCI pH 7 .5' l 

mM EDTA, O.! M NaCI}, yse drena completamente:· Sec¿l~ca la inuestracle cDNA en el 

centro de la columna y se permite que entre a ésta. Se ágregaÍI HJO .. ~d de\1mortiguador 
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TEN a la columna y se recoge la primera fracción en un tubo eppendorf. Cuando el flµjQ de 

la columna ha cesado, se agregan otros 100 ~ti de TEN y se recoge !asegunda fracción en 
otro tubo. Se continúa de la misma manéra hasta'recogei- 1 O fracciones. Las fracciones que 

contienen el DNA se localizan por radiación Cerenkov en el contador de centelleo. Se 

combinan la fracción que contiene el pico de. cuentas radiactivas y la inmediatamente 

anterior. El DNA se precipita con etanol (inciso 2.2.4.5.) y se resuspende en amortiguador 

TE a una concentración final de 25 ng/µI. 

2.2.4.1 O Ligación dd éDNA en A. gtl l. 

A. gt 11 es un vector de expresión. Las bibliotecas construídas en este vector pueden 

ser analizadas tanto consÓndás de. ácidos m.l~léic~s, C()mO con anticuerpos específicos. Este 

vector contiene un sitio:único'd~'cl~nación ~~r~ano ·al extremo 3' de la region codificadora 

de ~-galactosidasa ypu~dé'llc!ept'a~;i~s~rtos dehasta 7:2kb. Si un cDNA con un marco de 
lectura abierto se. inseri{~íi ~~st~··sltlo··~~· I~- o;ientación y marco de lectura co~ectos, se 

producirá una proteí~á de' fusión\:uaridb' la expresi6'n desde el promotor de lac sea inducida 
con IPTG. '< S···, .;-: 

El cDNA de ;n·aiz se':ligó·:·'a ;J~~ibiá.zos ele•\ ·gtl 1 en 10 µI en las siguientes 
·.. - ~·· . ' .. - ._ - . ,~ . -~ -· -"= -- ,,. --- -- -- ,· .. . . 

condiciones dereaéc.ióri:.Jo?:ngdeDNA·conadaptád?resdeEcoRI, 2 µg de DNA del 
vector lambda ~tÍI, so.nii.1 T;is:HCI (ptt'/6),\~IO mMMg Cl2, lmM ATP, 1 mM DTT, 
5% (p/v) PEG 8000, i unidad'de,DNA lig;sa. . 

La reacción, se i~~~~ó :¡¡'~~e d~~a~~~; I6·h~.r~s. Se preparó también una reacción 
control con brazos de lambda sin cDNA:i ~· 

Para empacar el DNA,clo.flado¡en'•x:gr,11 :se'utiliz6, un .llkit'': comercial de BRL 

(Bethesda Research ·Lab~~~t~ri~~/USA):"t f:[JJ:~;:\'s~' ~Íllp~cóeíi'fas sigule~tes cori'di~iones: 
5 µI de DNA ligado(délpas¡; 2:2.4:1 o):s. µ1·extracto'.',\", 7.5.µI éxtracto.''B"o 

La reacción se incl:ibó a 2·0°c d~riilt'~ 2'1ioias' y post~ri6'r~ent
0

e se dil~yó con 0.25 mi 
de amortiguador PDB (Tris:Hcl50 ~ ·:~H 7.9; NaC.I \.oo·~, g~l~tÍna o.o 1 %; MgCl2 1 o 
mM). A la bibliot.eca de p~icl11as viÍal~s ···así·. obteriid~ · se le' agregan unas gotas de 
cloroformo y se guarda a 4ºC: 

32 



2.2.4.12 Titulación de la biblioteca de cDNA. 

La biblioteca de cDN¡\ se tituló en E.l·fherichia co/i YI088 siguiendo el protocolo 

que se describe a contin~ación (Sa!TlbroClk et al. I989):. 

Las células de E. coli YI OS8se cr~~e'n e~ 'fYN [tripto~a 1%, extracto de levadura 
0.5%, NaCI 0.5%, Tris-HCI IO ;nM (pH,\7:2)]'-r~.·rr¡~ltosa al 0.2%;. hast~ una densidad 

óptica550 nm = 0.5. Las células se cehtrifu~an;Jo'~in~to~a 3,000 rprii a• 4ºC (rotor SS34, 

Sorvall), se resuspenden en PDB (in~lso?2.2.4.11) en 1/4 del volumen original, y se 

mantienen en hielo. 
Se toma una alícuota de 10 µl'ae Í~bibúol~ca'cle cDNÁy se agrega a 90 µI de'PDB .. 

De esta dilución se preparan dilucion~s~griÍd~~}~~ IOOJtl de PDB (10·2, J0-4, JO"",Jo·8). :A 
los J oo µI de cada dilución de fagos. ~~· l~s· ~g~~~~~ zoo µI de las células en PDB. .se 

- . ,: ·'"'·'"··.:e -¡ •. ,.,, . . • '•'- .• , ' 

incuban 15 minutos a temperatura ambie?t~ yse les agregan 3 ml de TYN top(TYN + 7 g 

de agar/I de medio) a 50°C, adici()nando X-gal ~ WTCJ./ Esta ~ezda se esparce sobrécaJas 

:;mcpu~;~~:r:0a:::e~ó.~~~~11Yd1;td¿bfriteJ~:~jj~ª~~~º;l~a~e~t;h~~.f :;~¡f :ise~e:· 
serán las que carecen de' iÍÍ~e~o de''cDNA,: .. mieritras 'que las placas' bla~cas serán las 

recombinantes. 

2.2.4.13 Estimación del t~ITl~ño de los ins~rtC>s de la 1Jiií1ioteéa'cie ériNÁ: 

Para estimar ~J tam~~~Xde lo::i~~e~~s contenidos en la .. biblioteca de cDNA se 

tomaron 12 plaéa~·a)ai~~,s~/esJ~p~n~iefo~en~2óo ~ti d~ H20 ylo~fagos se eluyeron del 
. ·-·' ''f· - .•. • ... --.·· ,..... ' •. -- -

agar durante 1 hora a37.~C'. L,os fragmentos clonados se amplificaron por PCR (reacción de 

polimerización en cadena) en 100 µ1'de reacción usando las siguientes condiciones: 50mM 
KCI, IOmM Tris-HCI (~HS.4), O.hnMMgCl2, 0.1 mg/ml de gelatina, IO mM c/u dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP; IO~ni{cl~ i..gtl 1 reverse primer (Gibco, BRL, USA); 100 ng de i..gtll 

forward primer (Gibco; B,~:. !-JSÁl;_50 µI de fagos en solución; 2.5 unidades de Taq DNA 
polimerasa. 

La secuenci~ dé losóligonucleótidos es la siguiente: 

i..gtl 1 reverse prirri~~:5º-CAGACCAACTGGTAATGG}AGCG-3' 
i..gtl 1 forward pri~~r:S~-~TTGGTGGCGACGACTCCTGGAG~3' 

Estos oligonucleótidos son .secuencias adyacentes al sitio de clonación EcoRl del 
vector i..gt 1 l. 

La condiciones de amplificación fueron las siguientes: 
1 ºpaso.- 1 ciclo: 90ºC por 1 O minutos 
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2° paso.- 30 ciclos: 94ºC por 1 minuto 

58ºCpor 1 minuto 

72ºC por 3 .minutos 

3° paso.- 1 ciclo: 72ºC por 15 min~tos. • 
Los productos de PCR se analizaron enun gel de acrilamida al 7% en amortiguador 

TBE (Tris-boratos 0.089M, ácido bórico 0.089M, 0.002M EDTA);. 

2.2.5 Hibridación sustractiva de la biblioteca de ~DNAy aislamiento de clonas "positivas" 

El esquema general de la hibridación sustractiva se pres~nta en la figura 2.6 (inciso 2.3 .2 de 

resultados). 

Para sintetizar la sonda de cDNA se utÜizaron 5 ~tg de RNA poliN+J extraído de ejes 

embrionarios de maíz germinad,~s p~Ts h'~ras ~npiesencia·cle Benciladenina, dela manera 

descrita en el inciso 2.2.4: l ,·p~ro.ag~ega~do 600 µci ·de'(ci32P)~dCTJ> enla reacdó~. - Al 

terminar el tiempo·de in¿ubaciÓn(I ho~a);Ja;~eacéióll se p~~ó ag;~g~~o S µI ele EDTA : 

0.25M. Para hidrolizar el. R1'ik seadici?n~~on:Í 5-~ÍLd~ NaÓH 3Nylli r~acción se incubó 
durante 30 min a 68°c; 'p~steri?rme~;~ se neutraHz6.con5Ó µl de f ris.·.1·~ (pH 7 :4) y.15µ1 

de HCl 2N. El ~DNA:se;extr~jo~~q~ fellol:ci~r~fC?rfilº y sé p~~Ó p~(~n~·;:~~Íun{~á el~ 
Sephadex GSO para·elirnirar la tilarC:a ra,diacti\ia libre:•'.~ ci:>]'.¡A ~e·· 1~ ~grégarc)n.?O i:!g''de -

RNA poliA + extraído ~e ejes embriollariCls:de maí~ ger[iiin~d~s por 5 hofas~rÍ at11o~iguador .•· 

:;~:'~=,~:~~r1~~~:i~tf ~¡,;:~~~:i~t~"":;::;; ~~¿;2t;:::: • 
condiciones: ss µg dé ácicl~fnucléicos-(cQ~A± ~k~el pa~¿-~t~~¡ci;), o.s·M fósfaio 

de sodi~a6~~~u=-1~Tnt~~~/0~~(~~)c~~t~je.vidri~/Y_.~e:~n~'c6~·c.:l~r:~-: •. El,.·.capilar- se 

calentó en baño maría a' i OOºC. duri'nte 5;rni11~i<>s; y lu¿g~, se:irlcubÓ' a.68ºC dura~te 48 

horas para permitir, la ilibrldaciÓ~ d~.ácidhir~'nu~l~ié'oSco~1pÍ~~ént~rlo~:.: Concluido. el· 

tiempo de incubación, -ei•'2apiiár s~·abriÓp~~ ailíb~s ~xtrem.osy•la ~oiudón se ll~vó•.a una 

concentración finalde •. O.OIM d~ fo~fato d~ sodiÓ,(pH6.8). Estai~olúción •se prepara 

inicialmente como un "sto~k" IM uti!iz~~do una relación l_:l.de NaH:iP04 IM y Nail-ÍP04 

IM. 

34 



Para separar los ácidos nucléicos de cadena sencilla se utilizó una columna de 

hidroxiapatita. Los ácidos nucléicos se unen a la hidroxiapatita mediante interacciones entre 

los grupos fosfato de los ácidos nucléicos y los residuos de cakio ·en la resina, y pueden 

eluirse con amortiguadores de fosfato a temperatura elevada (60ºC). Los ácidos nucléicos 

de cadena sencilla se unen menos fuertemente a la hidroxiapatita que los ácidos nucléicos de 

cadena doble, por Jo que aquellos pueden eluirse a concentraciones menores de fosfato. Por 

lo tanto, la cromatografía en hidroxiapatita puede ser usada· para separar DNA de cadena 

sencilla de DNA de cadena doble, o de híbridos DNA:RNA. 

La hidroxiapatita (Bio gel HTP, DNA grade, Bio-Rad) se hidrató en fosfato de sodio 

0.01 M (pH 6.8). Se preparó una columna con 0.5 mi de resina en una jeringa deshechable 

de 3 mi. A partir de este punto, todos los pasos siguientes se realizaron a 60ºC, dentro de 

una estufa de incubación y las soluciones ~tilizadas fueron pre-equilibradas a esta 

temperatura. La columna se equilibró a 60°C y se lavó 5 veces con fosfato de sodio 0.01 M. 

Se cargó en la columna la muestra de cDNA sustr~ídc; Óndso 2.2.5. 1) y luego se lavó con 3 

mi de fosfato de sodio O.O 1 M. La columna se ~e~ió, · se le agregó 1 v~lumen de 

amortiguador SS (0.15 M fosfato de s~l:li~); ~; i~~~~ó ~~~~ ciinutos (60ºC), y se colectaron 

fracciones de 0.5 ml. Ell esta fracción se recogieron los ácidos nucléicos de cadena sencilla, ' .... ' , .... "'" ' - - . ·--·-" _. --·" - '. -

esto es, el cDJ\TA qucFt\J,é ~íj!izado ¡losteriormellie como sonda para hibridizar la biblioteca 

de cDNA. Para _colectar los_ áddcís nucléicas'de:dÓble'cacle~a que pennan~cen unidos a la 
columna, ésta se Íavó agonti~uaciÓ.íí con amortigJador·ps:(fosfatodé'sodio O.JM) de la 

misma manera que:sehÍ,zo. ¡Jál'a obte~erlos ácidp~ f!Ücléicos ~e ca~eria se~cma/ ___ .. ··· 

¡;:~~ªf ª2?~~~~~~1jl~~Jl~~~}~~~ii~?~~]~ 
utilizó para hacer u~a hi!)~icla6ió~ ;,,-:;¡¡;i'dé ía bibliote~~ d~;criNÁcié ejes embrionarios de 

maíz. 

2.2.5.2 blbli6teca de ~~~{d~ ej~s~n;brionarios de maíz. 
;··:··--

se· analiz~ron<isÓ,o~o placas•de ~1~~ dé la bibti6t-~c~'~ediante el protocolo descrito 

:;º:,::"~'::.~::riWI;'~~¡~;y~,¡Q·~,i;~~¡;'{~'~ltJ.:.";, ·";,:: ~:::·~ 
superficie de· la 6aja.:'. l'.a~ partículas· ~irates.:y'~t oNA'. sd~,iia~~r~ria~s hacia eLfiltr;; .·.por 

acción capilar, pr~cÍGci~~cÍ~. Üna'.· réptic~ e'Xa<:ta del páifóri de plácas.' ·•Des pué~' de I~ 
desnaturalizaci6n con álcali; el: DNA se .une de in~n~ra irre~ersible á(Írttr~ al ser ·éste 
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horneado y luego se hibridiza con la sonda marcada radiactivamente. Las placas que dan 

señal positiva, identificadas al alinear la placa de rayos X con la caja de Petri original que 

contiene las placas de virus, se seleccionan y colectan para un análisis posterior. 

Se utilizó la cepa de Escherichia co/i YI088 para ser infectada por las partículas de 

fagos Agt 11 de la biblioteca. Las células de E. coli se prepararon de la manera descrita en el 

inciso 2.2.4.12. Se prepararon 1 O alícuotas cada una con 15,000 partículas de bacteriófagos 

y 0.3 mi de bacterias. Las bacterias así infectadas se incubaron por 20 minutos a 37°C, y 

luego se esparcieron sobre cajas de 150 mm de diámetro con TYN tal como se describió en 

el inciso 2.2.4.2. Las cajas con las bacterias infectadas se incubaron a 37ºC hasta que las 

placas alcanzaron un diámetro de aproximadamente 1.5 mm (entre 10 y 12 horas de 

incubación). Es importante que las cajas no muestren confluencia. Las cajas se enfriaron a 

4ºC por 1 hora. Los fagos se transfirieron a filtro.s de Nylon-! (Gibco, BRL) de la siguiente 

manera: El filtro circular se colocó sobre la superficie de la caja de manera que éste se 

encontrara en contacto directo con las placas de fagos, y cuidando de que no quedaran 

burbujas de aire atrapadas. Los filtros se marcaron en 3 o más posiciones asimétricas 

utilizando una aguja hipodérmica previamente sumergida en tinta china, de tal manera que 

las marcas fueran visibles tanto en el filtro como en él medio de cultivo. Luego de 1 minuto 

de estar en contacto con las placas virales en la·cajií de cultivo, el filtro de nylon se retiró 

con pinzas, y se sumergió en una charola co~ ~oluciÓn de~ii'~tu;alizante durante 5 minutos. 

Solución desnaturalizante: 

O.SNNaOH 

l.SMNaCI 

El filtro se transfirió a otra charola con solución· de neutralización por otros 5 

minutos. 

Solución de neutralízadón: · 

1.SMNaCI 

o.5~ Tris.Ó (pH7.4) 

El paso dé;f1e1é~lizaciÓn se realizó dos veces. Por último, el filtro se enjuagó en 2X 

SSC y se secó sob;l'e toall,~s de papel c~n el °:NAhacia arriba ·. . . . 

Los filtros se.hor1ea~pn- por 2hor~sa 8ÓºC para fijar. el DNAy luego se lavaron en 
2X SSC para quita~ 1<)s restg~:~elularés .. · •...•. ·.· ·· .•. ·. .•...• . . i.·... , , .· 

Los filtros se ;rehibridiza~on:ihoras a65~Gen 20ml 'de:. 6xssc,o.o5x BLOTTO 

c1 x BLOTTO :o So/~.i~~he.·d~s~r~~adá>o'.o2% 'áZida.de•s~dio)'."''se ~gregó .. ·Ia ·so~da 
radiactiva sustraída. (illci;~ 2.:Ú: 1 )y I~ hibrid~cióri se hi~o ·:¡ 6S~C duralli~ 72 horas; 
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AJ finalizar la hibridización los filtros se lavaron con agitación ligera en 500 mi de 2X 

SSC, 0.1 % SOS a temperatura ambiente durante 5 minutos. Este paso se repitió 4 veces. A 

continuación los filtros se lavaron 1 hora en 500 mi de 1 X SSC, 0.1 % SOS a 45°C y por 

último 1 hora en 0.5X SSC, O. 1 % SDS a 65ºC. Los filtros se expusieron a placas de rayos 

X durante 18 horas a -70ºC. Las placas de rayos X que contienen señales positivas se 

alinean con las cajas de Petri originales para identificar aquellas clonas politivas. Las placas 

de lisis, que dieron señal positiva se aíslan utilizando la punta de una micropipeta de lml y se 

colocan en 1 mi de POB (2.2.4.11) con una gota de cloroformo. 

Las clonas seleccionadas se someten a una segunda ronda de hibridización, 

utlizándose el mismo procedimiento descrito para la primera ronda. 

2.2.6 Análisis de mRNAs por "Northern blot". 

El RN A total de las muestras a añalizar.sé' preparó de la niane;a descrita en el inciso 

2.2.3.2. El RNA se desnaturali~Ó de l~'sik~ente;manera: a 15 µ:gde RNA total (en un 

volumen de 4.5 µI} se les agregó·;2 i.iLde;amorliguado; de éorrlda (5X), l;5 µI de 

formaldehído y 1 O µI de formamicla."'Las muestras séincubaron afüºC ~uranteJ 5 minutos 

y luego en hielo por 5 miiiuto~'. \(tada'n;Üestrá_s_e I~ ~gré~ó :hd el~ ¡rrio~igJador de Ía 
muestra (glicerol 50%, EDTA·I íhM; ili~1 d~ liron'íófenol o.25%, x;1e~ 6ianol ci.25°/ofy se ' 

1 1 
-_ :: : ¡~ -::- . ' : ; ";. ~ ~ '_ : : 

cargó en e ge. __ .,, __ .-_- _ -: __ ·:.:· _ .:. __ . _. _ __ ... _·- :·: ___ ,_. _- _ .- .. - ._,_ _ . 
El RNA se fracci~nÓ en g~lesde'~garosayformalcléhído (agar~ia Jo/~,:form:~dehído 

=~~;,,:~2::f jr:~~~~:~~~~~~~:.~~j1~~;~;::! 
volts/cm, con recirculari~ación''<ié1 ámo-rtlg~adol':' s~ utili~Ó'~~ g~i d~ )()cm d~ largo para la 

separación del RNA. -,_-_._,-. __ -- ··-- - -• : _ ;:-e·$·"_:_:_~·. 
__,_-__ -- - - ....::.,_,-.:,:...-;--=-'~-"';--- --~~---~ -.-'--'-~ .,,-:·:.,_--~s,_ 

El RNA se tiñó Con bro!'nl.lro d,e etidio, se fotograM yse tríinsfií-ió a membranas de 

nytran (Schleicher& S~hJeu) ~tilii~~d[;ssc 1·ox ~dnioamórtigt~cl~r de transferencia. 

Para corrobor~r:~~~ ~~Üticl~d~sfigu~Íés. dé_' RÑA fü~¡.6;¡:•4;rgadas en el gel, se 

tomaron 1ectura~"CJe ~de~~-i<lád~-é>éi~a':cA~6~--ª1ª.{ "1ll_esfras ~;;, ~~ y,:se comparó 1a 
intensidad de las b~~da~ d~ RNA'rib'éis~mal eri IÓ~ 'g~íeS'teiÜdo~ é:oñ b;o;;,uro de_ etidio. -

Los filtr~s éi~ RÑÁ s~·'116'i11~~;dri ~ so;;c cc'iri'S~cíb <l~:~nt~-2 hoi~s. ' -
Los filtros s~ :~r~hÍb;ldi~i~~~ d~ra~i'~-2'.ho~as'~ 42~C en fÓ;ÍnariJida al 50%. (v/v); 

ssc 5X, Tris/HCl50 m~lpH7:4,,~e~hardt's 5X,' sós a1.j'%~.9.1-di~ n:;{1 :de DNÁ ele timo 

de ternera, y se hibridizaron con la sonda radiactiva en.las nii~m~s condicioÍl~s durante 48 
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horas. Los filtros se lavaron 2 veces durante 20 minutos en SSC 2X, SDS al 2% a 

temperatura ambiente, y dos veces durante 30 minutos en SSC 0.2X, SDS. 0.2% a 45ºC. 

Los filtros se envolvieron en película plástica (Kleen-pack) y se expusieron a placas de 

Rayos X a -70ºC. 

2.2.7 Marcaje de las sondas radiactivas. 

Para la preparación de las sondas radiactivas se utilizó un "kit" comercial de 

Pharmacia Biotech que utiliza oligonucleótidos como iniciadores al azar. El siguiente 

protocolo es para marcar 25-50 ng de DNA. 

El DNA se disuelve en amortiguador TE, a una concentración tal que 25-50 ng 

puedan ser añadidos a la reacción en un volumen no mayor de 34. µl. El DNA se 

desnaturaliza calentando a ebullición durante 2-3 min. Inmediatamente se coloca el DNA en 

hielo durante 2 minutos, y se centrifuga brevemente. En un microtubo se agregan 34 µI de 

DNA desnaturalizado, 10 µI de amortiguador (conteniendo dATP,dGTP, dTTP y 

hexadeoxyribonucleótidos al azar), 5µ1 (50 µCi) de [ci-32P]dCTP (3000Ci/mmol), y l µI de 

Klenow. Se mezcla suavemente con la punta de la)ip~ta,,y se incuba a 37ºC durante 30-60 

min. 
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2.3 Resultados 

2.3.1. Construcción de una biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de maíz en lambda 

gliL 

El esquema general• para'.' la ·;ccin~trucé:ión ··de la biblioteca de cDNA de ejes 
embrionarios dé maíz 'se presebt~ en la-~gu'r'~ 2. r.'; • 

La biblioté~a de(cDÑ~:s~'cb~tr:iiyÓéf ac~artir de RNA poliA• extraído de ejes 
embrionarios de maíz Ú~bibidds·'dur~~ig's 'lío~~~ g~ ~riiortiguador con benciladenina. 

El RNA poliA{se~u;iflcÓ~i~~~.~~·i~ ~-1ti~~ésde un~ columna de olígo-dT celulosa, y 
se analizó en un gel~e,'agiirosk"~I) :~~:·~b ~rh~hig~aa~r:TA.E. El resultado se muestra en la 
figura 2.2. Se puecle;,v~r que'~I-clobl~te'.'c~fa~teriXtióci de los .RNA ribosomales no se 
encuentra presente ell.la~·p~~Jablól!·d~·~~'poliAi;. <i:.:./ 

El DNA combl.ernentario ~es'i~i~~iió·á p~rtir.d~ f~1gde RNA poliA+, y se obtuvo un · 

rendimiento del •Is'%: ·~;t~~ ;;} 15 i{~~-i·~¡'~·\coN..\ de ':;dbble cadena. El tama,ño de. los 
productos de·l~ pri~er~y s~gu!Ídacadénas'de l:Di'JA 'se e~ti~ó en un gel d.e agarosa ~1.i.4% 

~. ·_>.·<'·.-, .. ·._,,_;··-.;· · '..·J'':o-·:s'-1·./1:.-T~,:-:-':::::·,'-~--~~::'·~~·-···,J'._f~.::--:·:.~----:.:'. -:: >-- _.,. __ -,:··--<·.---:~,-:·.---~·,;_ ·--. 
y el resultado se ITJUestra e~ la figura 2.3!.:,S~ pu~de. obseryarque eltamañ°' d~)amayona de 

1os rragmentos.dfcg!\[.t\s,~d1f;~€~íf! ~~trE~"~e·~oxj~~~~~er:f e··.5oiy 1oó?·. ~f e~···Ci~.· bases, 
aunque puede observarse u? barrid°' de m~yor p~so m?lecular. < ' .. > .• · · • < •··••·· .-•.... 

El cDN,A ele doblecad~nase:m·efi1a:·;;n;-los.~itfós i~temos de Ecoru; s~ ~eparan los 

~::;,:,:3~~~~~~~;~~ii~~~~~~~~ii~f EJ~t,if },;{:,~~~ 
1os adaptadores digericl¿s sere'rrme~eri.pci;.é.r~inat~g~ana <le l111r¡¡ción en gé1 en seplia~ose 
CL-4B. Las fr~ccionés que'có~tie~en el'DNA sé Jócalizan por r~diacÍón' dre~ko'v en el 

contador de centelÍeo. La fig~ra 2.~ 111ii(l~trael perfil de elúciónde esta colun1na.· 
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Figura 2.1.­
maíz. 

RNApoliN 

Transcriptasa reversa 

Primera cadena de cDNA 

DNA polimerasa 
RNAsaH 
DNAligasa 

cDNA de doble cadena 

Metilasa de EcoRI 

cDNA con sitios internos de EcoRI metilados 

DNA polimerasa de T4. 

cDNAcon extremos reparados. 

,Adaptadores fosforilados de EcoRI 
DNAligasa de T4 

la biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de 
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Figura 2.2- RNA poli N aislado de ejes embrionarios de maíz imbibidos por 5 horas en 
benciladenina. Carril .1: RNA poli N. CarriI 2: RNA nó unido a la columna de aligo dT 
(!ºciclo). Carril 3: RNA no unid~ a la columna de aligo dT (2º ciclo) 
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Figura 2.3.- Tamaño de las poblaciones de cDNA. Carril 1: primera cadena de cDNA. 

Carril 2: cDNA de doble cadena. 
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Fracción: ~ 1400 

1200 

1 o 1000 
2 40 

800 
3 50 cpm 

4 800 600 

5 1400 400 

6 500 200 

7 400 o 
8 250 1 2 3 4 6 6 7 8 9 10 

9 150 fracciones 

10 100 

Figura 2.4.- Separaeión del cDNA de los adaptadores de EcoRI mediante filtración en gel 

en Sepharose CL~4B. 

El pico de cuentas radiactivas se localizó·en la fracción.#5. Por lo tanto se 

combinaron éstá y lafr~8ción #4 par~ dona~l~s ~~ el bactenófago A~ I C- L'i1s tra88iones 6 y 
siguientes se desecharon,'y~ qut'¡:mdrfanestarcollt~rnl~ad~s ~~n~dapi~d~res d~-EcoRI: 

El bacteri¿fago __ A~~-1'_1· •. _es,un;\,~ctor-~e 'e~presi.Óri:·· Est~'.ve~·tor_conti.~ne_.Ün. si;io ·•úni~o 
de clonación (Ec~RI} c~rc~~o 1 ~I e'~trerÍ1o: 3; d~ Ja: ~egÍÓn ~ocliflcado;~ • d~ ~~gaÍ~cfosidasa. y 

~:::,::,~~'~t.~~~~::~~if~~~ii:lffthl~~1t~~Jilif¿~z 
porcentaje de clonas' r~cci~bi~antes.en I~ blbliot~ca. . . . . . , 

2.3. I .1. Título de la biblioteca d~ cDNA . · · · 

,: .. .,.._r ;~:--~·- >~'.'>, ~:'-. 

La biblioteca. de éDNA~se tituló ell Escherichia coli Y 1088; y se ~stimó que 

contiene un total de J .Ú x I 07 pfü (Jnidad~s formadoras de placas). De éstas, el 96 % son 

recombinantes, mientras' que el 4% restantes dan un fenotipo azul, lo que ind_ica •que no 

contienen insertos. 
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2.3.1.2. Estimación del tamaño de los insertos de cDNA de la biblioteca. 

De la biblioteca de cDNA de maíz se tomaron 12 placas virales al azar y se 

determinó el tamaño de los insertos mediante una.reacción de amplificación por PCR. Los 

insertos se analizaron en un gel de acrilamida y el resultado se presenta en la figura 2.5. El 

tamaño de los insertos de las clonas analizadas va de 100 a 20ÓO pares de bases. 

2.3.2. Hibridación sustractiva de la biblioteca de cDNA y aislamiento de clonas "positivas". 

El esquema general para ia· preparación de una sonda sustraída se presenta en la 
figura 2.6. ' \. · · · 

Con el fin .de def :~miriir/iat¿onáidi~nes óptimas para la separac1on de ácidos 

nucléicos de cadena ~enclU~;:cle; los ;~e~:~a~ena doble mediant~ cromatografia en 

hidroxiapatita, s~~eall~~:;;ri~n~~y;g'~~iii~~futiliza;do DNA plasmídico de cadena sencilla y 

de cadena doble maréádo .radiactivamellte. ' S~ utilizó DNA plasmídico en este ensayo 

debido a la facilidad par~Í~ ·µ~ep~aciÓn'de~'~ste rnateriat. 

Se probar~n d~~ lotes. diferente{ d~ hidroxiapatita: hidroxiapatita • de LKB. e 

hidroxiapatita d~ Bio 9eL ' .·. P~ra', cada r~sina,' se corrieron dos columnas . de manera 

simultánea y en cada una'se ca;~'ó r~:pb~tiJ~fri~~·te ÓNA de cadena sencilla (ssD~A)yONA. 

~n~ci:~:~~ :0:~P~t~~k~~~~~::~d.f t2~:li~ii:7~tLn;i•fa~~J:f ~~tei~~g:t'r!~~~:~ 
crecientes de fosfat~·de;sci'di~)'J;~Crr~~d;nei se re~ole~iaron .en tubos ~pp~lldcirf y se 

cuantificaron mediariíe ra'diaCiónCérenkov. 

La· figura 2:7 rn~e~ti~- ·los resultados obtenidos utilizando la columna de 

hidroxiapatita de LKB: 
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_2322 
-2027 

564 

Figura 2.5. Insertos de 12 donas de la biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de .maíz. 

Los insertos se amplificaron por PCR, como se describe en materiales y métodos. Carriles 

1-12: inse1tos de las clonas 1 - 12. Carril IJ: Control de la reaccion de PCR (sin DNA). 
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Ejes embrionarios de maíz 
ímbíbídos ~ BA por 5 horas 

1 
RNA poli( A)+ (con BA) 

1
:: generar una sonda radiactiva 

de toda la población de mRNA 
. usando transcriptasa reversa y 

olígo(dn como primer 

<--- <·-- <--- <-

l remover el RNA por 
hidrólisis alcalina 

Ejes embrionarios de maíz 
imbibídos fil!! BA por 5 horas 

l 
RNA poli(A)+ (control) 

l 
.·,/: 

híbrídizar exhaustivamente la sonda 
radiactiva con 1 O veces la cantidad de 
rnRNA control no radiactivo.; 

.. } .. lubndo cDNA:mRNA 

cDNA radíáctivo 
que no hibridizó 

Columna tle ltidroxiapatita 

cDNA radiactivo~ustrai~o 
utilizado como sonda eri la biblioteca 

Figura 2.6 Esquema para la preparación de una sonda sustraída. 
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[fosfato de sodio] cpmssDNA cpmdsDNA 

0.01M 
0.12M 
0.16M 
0.20M 
0.24M 
0.28M 
0.32M 
0.36M 
0.40M 

500 400 
16300 9500 
16500 12200 

600 650 
420 200 
220 . 180 
300 200 
300 250 
280: .250 

··~·~ - ~ ~ ~ = ~ ~ 
(forfllH) 

Figura 2.7. Columna de hidroxiapatita (LKB). La separación se hizo a temperatura 

ambiente 

Los resultados obtenidos utilizando la resin~ de LKB yUeva~do a ~abo la separación 

a temperatura ambiente. no fueron satisfactorios, ya que .tanto el ssDNA como el dsDNA 

eluyen a una misma co~centración de fosfato de sodio. 

Se repitió el experimento utilizando hidróxiapatita de Bio-Gel y usando las mismas 

condiciones que para la resi~a de LKB~ El resultado obtenido se presenta en la figura 2.8. 
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[fosfato de sodio] cpm ssDNA cpm dsDNA 

O.OIM 100 150 
0.12M 1000 1500 
0.16M 10000 3000 
0.20M 4000 12000 
0.24M 500 2000 
0.28M 500 1000 
0.32M 200 250 
0.36M 100 150 
0.40M 100 100 

12000 

10000 -+-ssDNA 

ªººº ·-·•·--dsDNA 

cpnt 6000 

4000 

2000 

o 
0.01 0.12 0.16 0.2 0.24 0.28 0.32 0.36 0.4 

ffüsfato de sodlol 

Figura 2.8. Columna de hidroxiapatita Bio-Gel. La separación se hizo a temperatura 

ambiente 

Los resultados.muestra11 qué.la hidio-;¡-iapatila de Bio~Geles~ri pc>co 'rniis eficiente. 

que la de LKB, pero aún así la separación que se IÓgra d~: losácidosnucléi¿Ósno ~s ~uy 
buena. El DN A d~ • ~aderi~ ~~ncilla ~ .el DNA cÍ~ cade~a doble eiuye~ a c~ncentracio~es d~ 
rosratos muy similares(o:f6M:;'p.29M;'re~pe~tiva~é~te), y¡)~~Io tanto esta~ condiéiónes 

no son las mas adecuadai ~a;~-s~para~'.Iá~'<l;)s pobl~6iorie~ de á~idC>s.micÚicos: .•····. 
;·:,::· <'·~.. ·~ ,,; ·;~'.' '·. '. < ;'; ~ ' ~.: -'.:·~~~· ~ ,'.~.~· .t~ ·._: }.:· "";.: 

A continuación s~· probóU~var a cabo la sepár~ciÓn·\tef~sONA'y.dsDNA.· a 

temperatura elevada .. Se ~·tmió la'hidro~i~paÍita.deBlq~G~l Y todo.el p~~f~~iÍJ1iento'se hlzo 

a 60ºC. En estas condiciones él bNAde ~~dena'se~~iU~ eluyé·a u~a conc~iitráciÓn· de o: 16 
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M de fosfato de sodio, mientras que el DNA de cadena doble eluye a una concentración de 

0.28 M de fosfato de sodio. La figura 2.9 muestra el perfil de elución obtenido. 

[fosfato de sodio] 

0.0IM 
0.12M 
0.16M 
0.20M 
0.24M 
0.28M 
0.32M 
0.36M 
0.40M 

20000 
18000 
16000 
14000 
12000 

cpm 10000 
8000 
6000 
4000 
2000 

cpm ssDNA 

400 
650 

8000 
6000 

300 
12000 

1200 
150 
100 

-.+-ssDNA 
---dsDNA 

cpm dsDNA 

500 
750 
400 
ISO 
100 

20000 
10000 
4000 
.150 

0.01 0.12 0.16 0.2 0.24 0.28 0.32 0.36 0.4 

frusra1u de sodluJ 

Figura 2.9. Columna de hidroxiapatita (Bio-Gel), a 60°C. 

Habiendo ; establéddo las condiciones adecuadas para la separación de ácidos 

nucléicos de cad~na ~e~cilla /de 6ad~na cl~ble, se preparó la sonda sustraída como se 

describe en Materiales y Métodos. ·· ElcDNA sustraído fué purificado eri ~nél columna de 

hidroxiapatita (Bio-Gel), y se obtuvieron lás dos fraccion~s mostradas en la figura 2.10 al 

eluir a diferentes concentraciones de fÓsfato de sodio: 
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[fosfato de sodio 1 

0.15M 
0.30M 

25 

20 

115 
- 10 
~ 5 

o 

8.5 xl06 

20.75 X )06 

0.15M 

(fü!lfafo dr sodloJ 

0.30M 

Figura 2.1 O. Separación del sscDNA (fracción eluída a O. l 5M fosfato de sodio) y de los 
híbridos cDNA:RNA (fracción eluída a 0.3M de fosfato de sodio) producidos por 

hibridación sustractiva, mediante una columna de hidroxiapatita BiocGel, a 60°C. 

El cDNA de cadena sencilla, eluído a. una concentración de O. l 5M de fosfato de 

sodio, fue utilizadp para so~dear la biblíoteéa de cDNA"en la\ búsqueda:: de clonas que 
representaran cDNAs de· rnRNAs qlle se encomraran. presentes en los embriones imbibidos 

en presencia debenciladeni~a y ausentesen .. 1os ~ITIº~io~es <:óntrol. · Estas secuencias 
probablemente esíarí~~ re~ú1~cias en su ~x?resión ~oi-'e1 fi~oireglJ1ilc!(;;~.;.~.~L··:,:,:~~ •• ~~.~· 

-" -=--,---:,~ --~ -·;o~.'-\>c · · ;,, ---';--":- -~~-:-.~:-_'-·r-=:-t~-

En el primer,so~d.e,0X{125,000 ~fus (u~id~d~sfórni~d~ias de,plac~)ci'~·111;6i'bli~teca . 

::,:~~.Ad:0:,,~:~s:;!iu~~~~:íf =~~:~::.nr~~t~~d;fe'~~u~~~tJ~ª5Üu~~:iSt'~it·:: .· 
describió en el inéiso 2.2.4:, i 2 para ~eáliz~Í un sekundo s~nde~'ycor;ob~rar e~ ~~ caso la 
señal positiva. En el segundo sondeo sol~rrÍ~nt~ 6'd~ l~s.Í2 Úb'~as die~~ri·;~ñ~I ;~sÚÍ~a, por 

lo que se decidió contin~~r trabajánd~ con)as 6 ~lonas. Cab~ni~ri~ionar, que la~ ~lonas 
seleccionadas fueron aquella~ que dieron las señales de mayor iriten~idad. 
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2.3.3. Caracterización de las clonas "positivas". 

Para estimar el tamaño de los fragmentos clonados, los insertos de las clonas 

positivas se amplificaron por PCR y los productos se analizaron en un gel de agarosa al 

1.5%. Los resultados son los siguientes: 

Clona No. 

1 
2 
4 
5 
8 
11 

T~mitiio apr~x. (pb) 

.. 100 
600 
350 
120 
400. 
700 

Los insertos de las clonas 1 y:5 son 'muy pequeños, por lo que se decidió continuar 

trabajando unicamente con las clonas 2, 4, 8. y 11. Los insertos. de estas clorias se aislaron e 

hibridaron entre sí; no se .encontró señal de hibridación cruzaclá, lo; qlle sugi~re' que las 

clonas son diferentes. 

2.3.4. Cinética dé expresión'de·l~sR.NÁ. ~eli~ajerOsde la~61on~s·2.4.sy fr. 
'~ - . 

• '. r ,:- _'.o~; • 

Los insert()S de las clonas 2,4,8 y 11, seampli~caron:p~r PCR y. se purificaron en un 

!~i1m~; •• ,ª~:e0~:i,r~ª:~~~~r;~:~t;J~~~~;~fd~'.t~~f~1r:~~;\~:1!;~l~i~~ee.lj~sPe~b;ir~;~: 
de maíz sin tratar(tie~pci o}yd~ ~Je~ e~b¡icinarids e~bebicÍos co11>•.~iri be.ricilad.enina 
durante 5 y 7.5horas~L°b~resllltadoso:sepresentari;elllacfig:u¡:a 2:11-:·I;a iritensiéláéldecada ·---

banda se determino por'~ciensitbmetri~ d¿ la~ pl~c~s)e.rayosX;• las:gráficas de los valores 

obtenidos se presentan eri lafig~ra Z.12. 
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a 

••••• 

2 3 4 6 

e 
.. 

2 3 4 5 

_9.49 
-7.46 
_4.40 

_2.37 

_ 1.35 

_0.24 

_9.49 
-7.46 

_4.40 

_2.37 

- 1.35 

_0.24 

b 

2 3 4 6 

d 

-...... , 
, 

... 
2 3 4 5 

_9.49 
-7.46 
-4.40 

-2.37 

1.35 

_0.24 

Figura 2.11 Cinética de expresión de los _RNA me~sajeros dliasdoniul 2,4,8 (1 l. Pdriei'a: clona 2. 
Panel b: clona 4. Panel c:Jcloiía~8; .Panel él: . clona 1 U<caIT¡1·1:/m~Á áislado de ejes. 
embrionarios de maíz sin tratar (tien1p'Ó O) .. CarrÚ 2: mRNA'aislado de 'ejes embrionaÍ'ios embeb_idos 
por s horas en amortiguador control: carril): e mRNAaislado de ejes émtíriorÍanos embebidos por s 
horas con BA. Carril .. 4:imRN,\\aisládó,de ejes emb.rionaricís;émbebidéis/por,7,5;1Íoras·· en 
amortiguador control. Carril 5;'. mRNA:aisladode eJcs'ºe'mo'rionariós'éinbcbidos.por7.s.hciras con . 
BA. Los filtros se hibridaron y)a\;ároncomo se describe en material y métodos,· . . . 
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clona 2 

= [¡.. ______ : __ -.-_. __ ~~-~-~-
º 5 7.5 

horas de lmhlhici<in 

clona 8· 

10t' ' ... 

.~~e==: 
-.-+BA 
-11--BA 

o 7.5 

huras de Jmhibldún 

clona 11 

horas de imhlhklón 

Figura 2. 12. Cantidad relativa. de los mRNAs de las clonas 2, 8 y I l. 

valores densitométricos obtenidos de los Northerns de la figura 2.1 1. 

Se graficaron los 
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Puede verse que los mRNA de las clonas 2, y 11 se encuentran presentes en el 

embrión de la semilla seca (tiempo O) y su_ abundancia no se modifica de manera significativa 

durante las primeras 7.5 horas de genninación con y sin benciladenina. Para el caso de el 

mRNA de la clona 8, su abundanciá. essimilar durante las primeras 7.5 horas de germinación 

en ejes embebidos con y sin beifdtade~i~a, au!lq~e este mensaje se encuentra en ·mayor 

abundancia (50% aprox) en la :s~millasee°a. En el caso de la clona 4, se obtuvieron baíiclas 

de hibridación de dife~~-~t~~ i!lt~rlsid~d~~ ~ todo lo largo del filtro. Aún c~ando :este 

experimento se realizó piJr;du~Íciado'y ~I: filtro se lavó en condiciones más estrictas '(0.2X 
SSC, 0.2% sos, 6S·~Cf>e,~;~~~~1tiáo,~·c¡-J~:'. .. ~e':·enc~ntró fue el mismo. ~Or_ lo -ta~to~-: ~·~·-se 
realizó una valor~ciórtderi~it;o.fié!~f:a:de e~t~ fittro. 

, ' ;:~> . __ ,·.·. :~.:<·;:~--:. ' - _i>-;.·· :<:~:'.:~:?·: ::º; 

Dado que e~tas cl?ll~; s~. ~isl~on_' po~. h¡brid,~~i9~. diferenciah?a {~a~ir _ de; una 
biblioteca de cD~AcOnstruída a}prutir'deejes embrionanos -~mb'ebidos"pC,r' S hora~en 

~~;::~~[~~~~;~~i~~~i~~:~~F~~f ~Í~~Kt~~i 
'--. 

, ,_ .·~· -mensajero se trataran o no i:onia ~itoCiniria bencilád~nilla:, 
. ·, .·/::.:,; -'" e;,- ;'.·, - ·.,-~. 

Como se' ha inostr~clb hást~ ~hora, la estrnt~gi-~ de hibridiz~cióri sustr~ctivá no nos 

permitió identific~r s~~J~n~ias _re~~ladas_ensu ,exp~esión por,be~cilacleninaa l~s •. 5horas de 

germinación de ejes irnbriÓilariCJs de,:;naíz. A ~6ntinu~ción, en ~)· c~;ít~lo III/s~ pr~ie~tará 
la segunda estrategi~~tiÍizacÍapa~~ ii~tar'd~ id~ntÍflcár\i~n~s:que pudieranést~r reguÍados 

en su expresión y por lo . tanto · asod~dos a· I~' respuesta a ben~
0

ilaclenina durante la 
germinación de maíz.·. 
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CAPITULO 111 

PCNA (ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR) COMO 

MODELO PARA ESTUDIAR EL EFECTO DE BENCILADENINA DURANTE LA 

GERMINACION DE EJES EMBRIONARIOS DE MAÍZ. 

3.l Introducción 

Como se mencionó en la introducción, la segunda·,alternativa para probar nuestra 

hipótesis de trabajo es tratar de identificar un gen particulár que pudiera, estar involucrado en 

la respuesta a benciladenina, y estudiar su respuesta a éste t1torregulador durante la 
germinación de ejes embrionarios de riJaíz.' .· . - ' ' -- .-, , ,_. ·' 

'. - ·.:. ···'·' .. ,<."·">'. 

'ª .. ~~:=~:,,~;~~~1~\(~~~~~~/f\~~~%r\,~~~if~~~~~~~~~:t: 
se ha mencionado; BApromue~eél,metabolisJ11o'd~lDNA durante la, germinación de maíz, 

estar promoviendo' la ;~pi~s'ió'ri de ~l~uh~ 'el~ '16s p;bd~ctos ''<!~~ participii'~ en la ~íntesis del 
DNA. - - . - L '. '-: t-" ':. J - - - ,,,,e ,, __ ,,._ - . 

3. l. l Considera~ion~~ sbbr~- I~ r~pli~a~ióil del DNA. ~{ 
- - -:co.--;-- -,_-~-.::·-:--; ··,-·· ~ ·> 

La replicación delri~{esllll eventCI ~omplejo que requiere de la.intervención de 

muchas proteínas, e~tre )ai 'q.i'e 'se_ endll~nir'áh' DNA pblimérasa~, DNA' primasas, DNA 

helicasas, proteínas de Unión'a ÓNÁ d~ ~~de~á ~~ncilla, DNA Ji gasas, DNA _ topoisómerasas, 

y proteínas iniciado;a~ qu~ i~~t~li~an la- 'r~~n1a~ióh de- la_ horquilla · d~ repli~ación ·en los 

orígenes de replica~ión (Kornbe~g and Bak~~. 1992). -

55 



En los últimos años ha aumentado de manera considerable el conocimiento de los 

mecanismos moleculares y las proteínas involucradas en la síntesis de DNA. El desarrollo 

de un sistema de replicación in vitro utilizando el DNA delyirus SV40, d aiSlamiento y 

caracterización de las proteínas involucradas en este proceso,. así como la. clonación ele los 

genes que codifican para estas proteínas, ha permitido C?~l?W y e~table¿er SlÍ función e 

interrelación en tan importante procesb. fás,:DNApoÍimerasashan.sidci 1'~J proteiri~s.más 
extensamente estudiadas del ·aparáto de·fepÚC:a~ió~; ~IÍ}pl,intas,· é1 ~~tufüo' dé l~s'.ÓNA 
polimerasas se encuentra en etapas ini~iale~ ~¡ ~s~: c~lllp~ráfco'rí l~s :;a~;~~~~ hechos.· en 

bacterias y animales. Hasta· ahora;: e'r1 pl~nt~s·~e ha~ c~~aÚ~rÍiado s6J~~erite las DNA 
polimerasas a y O. -·""· - , 

DNA polimerasa a. 

La DNA polirñ.era~a ª• füe laprimera 'poliiúerasa 'aislada de tirl1~ cÍete~nera (B~llmn, 
1960) y evidencias experim~ntaleshan mostrado que ti~~e ~n papel directo en lar~plicaciém 
del DNA cromosómico. Esta ~nzima estA cdmp~~stfpor 4 sub.~nldades:.-·unll sÚh~nidad . 
catalítica, un · polipéptido •que 111anÚene I~ estabili.~ad' de la: holó~~zi~a:;} ~roll1u~°Vé la· 

formación de. un complejo de. iniciación f.dos poli)Jéptidos asociado's con 'la ácti.vidad de ', 

DNA primasa (Brooke and Dumas, 199.J;°CoÚins.•e1a/.;·1993;·Kagu~éeta/:~19sJ;·§ipps­
Wolfman et al., 1989). Debido ·ª Ja. estri~ha 'a'socr~~iÓ.rLde•j1a~~~c~i~id~cl·e~ ;·¡¡e DNA .·· 
polimerasa y DNA primasa, a este complejo' se le ha Ílamado:DNA'polirn'erasa~primása/ 

La DNA polimerasa-primasa es'~nae~zilllaqu/ti~l}e~nap~ó¿~~·iviclaci'.~aja (entre 

20-so nucleótidos por evento de unión !i u'~mo1cii dé D~A);(Hoh{)i'ofciss;; '{9s1). ·Se ha·. 

demostrado que eI factor• d~ repli~ación·A (RF-A) incre~;~Üt~:f la~pfocé~ivldacld~ e~ta 

:~:~:~~r:ne::i;¡e;a~:0~J,~;~~~~fülgt~zft~J~t~r{;~t:~~:~~t~~h·~~~~H~t·,ºq~:nt:~· 
se cree que esta en~im'ii'es res'pon~able de la si~t~si~ 'ded c'~'d~ii~·dlsc~núhu~·:~riíailorquilla 

• . . . ' . • . ' .•. ; ', ·:·. • •. ' . . . .. l >.·,,,¡ ·~::. !·;·~:, .. 

de replicación. . .·· > : . . . . ..··. ·.•.• .. • · .·.· •.•.······. .···. . . . . .... ··.·.· .· .. ·• ..•..... , • < · .· •. 

Las DN A poli~e~asas 'tipo ci. cj"t:ie se h~n; descrito en plantas ~osé~~' c~'r~~terlsti~as . 

similares a las polimeriisas dé' animales (BÍyiint, 1981; l.itv~k y d~t~ovi~j~,'i9i!5; Coello et 
al., 1992). '.'<~,. ·.' 

DNA polimerasa cS. 

La DNA polimérasa .S (poi .S), fue descubierta en timo de ternera y en r.eticulocitos 

de conejo (Byrnes et al.; 1976); .+iene la característica de poseer uria activid~d intrínseca de 

exonucleasa 3'-> 5'. Ya que I~ polimerización del DNA es en direcci6~ 5' ~ 3', la actividad 
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de exonucleasa da a la DNA polimerasa 6 la capacidad de edición, es decir, de remover 

algún nucleótido que haya sido incorporado erróneamente para mantener la fidelidad durante 

la replicación. . . , .. . 

La DNA polimerasa o está formada por dos súbunidades d~ 125 y 48 kDa .. La 

subunidad may¿;., ~; .. la~. qúe .· tie~e . la.:actividad . de l)olimerasa 'y e~o~·u¿·l~asa y, •.• útilizando 

anticuerpos mon~clon~le(~~~há ~i~io ~ue ~s .ciar~mellt~ ~¡¡¡~tinta de¡~ DNA polim~rasa CJ. 

(Leeetal.19s::i).'c· < •·" , · '·'·; .;:> ,'.··· .. · 
EvidenCias experirn~ritales~·~uesi~all:que la DN~ p6:1iní~rasa' o 'está· asodada a la 

replicación deÍ DNÁ:. La r~pÚ~~dón''ctél ÓNA ·ci~ sy4o réali~ada in'Vit~o:~s dependiente de 
: > .. ·,-.-¿o·. e· .. ·.:~·; .. ,; ;-~~>: ,:-J.::>.·":('>'·' -,¡;·::"·!:/.:.·<.'>;,·j.:;_::-·," ;- ;·;·."·.;:-~_';:,_,· __ :c.,;·,;·.'-"-·'~: ;_·.-·;';.·'-<}'·:::--< 

la presencia de.la.DNApol,imerás~ci;pN~polirnei~sa s;;y'.d~ PCNA;·~n \actor auxiliar de 

:::~=~~i i1t~~~jf~J~tf ;~¡~~~ii~f¡~~~~I¡~~' .~ 
Una característ.~ca d~ la'DNX%1i.~e~asa o .~s·q~e no ti~ne.ca~acidad·par~ dupli~ar 

replicación, mienfr~s. que la DNA'p~'iith~rasa 'd es la encargaÚd~ la síntesisdel. D~A 'en la 
cadena discontinua. ,· : J ::;°>' ' ~/. é.: ' .· ' ' ; . • ·. · ;/ •.• ' · e'\): ,' .·. · .. 

Recientemente,. en e~tractps. de'éelulas.·humahas··se. ha encoht;adÓqJ~ ·• if'•~eparaCión 

~~j~f f t1~::1~~ilillt~'111ir~i;~;~~ .. 
que PCNA de timo dC:t~~~~a.iricrert;enta J¡(~rC>~esiviclac(de estaeniiina, lo que')ndica que 
se trata en realidad de uha DNA '{JCiíi~~r~~~ :~ip~5: < : :> . . . . . . . . 

':. :: .··~,~~.'·,·'.>'· 

3.1.2. El antigeno nú~l~ar d~ pF~lif~ril~ióri;c~l~l~~(~CN~): 

El antígeno nuclearde prolife~ación ceUla~(PCNA par s~s siglas en inglés), fue 

descrito originalmente con1o una>p~oteílla nuclear reconocida por autoanticuerpos de 
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pacientes con lupus eritematoso sistémico y cuya síntesis estaba relacionada con el estado 

proliferativo de la célula (Miyashi et al., 1978; Takasaki et al., 1981). Bravo y cols. (1981) 

describieron de manera independiente una proteína, llamada ciclina, cuya aparición también 

correlacionaba con ~I está.dl 1r6Hr~;ati~o de la cél~la .. · Posteri~rmente ·se demostró que 

ambas proteínas erari la ".1isin~ (Mathe\~s et. a/. J 984). . 

PCNA es. un faétif"auxiliar de la DNA. polimerasa:·5 y·s~'·~nción is incrementar 

tanto la actividadcófuCl 1~ ~rocesividad de la polimerasa cTa~'et;al.;'..19s6;'.Tsurimoto et al.; 

1990; Lee et al.;) 990).'' Recientemente, se ha encontrad~ ~~e:fa~bién s~ requiere PCNA 

para que se lleve 'a cabo la síntesis reparativa del DNA (Shivjfe/ ~/.; l 99Z). Se han clonado 

los genes que codifican para PCNA de especies diversas (Al~~nd~aJ el al., 1987; Waseem el 

al., 1992; KilbeY et al., 1993), incluyendo algum\s planta~ cK~d~ína et al., 1991; Suzuka et 

al., 1991; Hata et al., 1992; Markley et al., 1993). Está•'pi~i~ílla está muy conservada y 

puede complementar especies diferentes (Waseem eta{; 1 ?'9z;;~ac¡uel el al., 1993). 

Estudios realizados en fibroblastos han mostrado;qüeOia expresión del mensaje para 

PCNA se induce por factores de crecimient~ tal ~o¡;;o'el R~tb~ de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF por sus siglas en inglés) CJaskulski~ei il1.;:h98s)yqué esta inducción 

requiere de un receptorfunciéín~lpara.•elf¡ct'oid~'ocr;ciri1ierítoiselTiejante.a insulina {f\iiura 
et al., 1994). En plantas,· Kos~gi:y c<:lls,.('1'991) ·~flco"irt~ra~~ri'qü~ la·~~gión promotora.de 

PCNA de arroz es c~paz de Ínedial"/1a·~xpre~Íóri.del 'géne·qFin;éricr~cNA-GYS en 
meristemos de plant~strndsgé~ic!I~ de ta.baca; 'éstil~xpresió¡;'aJrrie~ti.i 1:~e~~s :e~ '¡)ré~encia 
de una mezcla de a~~n~s y citoci~in~s (ácido ~aft~lenacétic~\y b'encÜadenlnar · .. 

,_.,_·,7 .:.: :" .. 

Las caracte~ístlC:a~ a~t;ricJres'te'.J>cNA•. (p~oi~ína' :~Üvacl~ra• de·· 1i· D~A polimerasa 

tanto en replicación cbrn~ en r~para~ió~, Ind~cciÓn cÍel ~A; d~'PCNA. íiÓr factorns de 

crecimiento en ~ni.;Jli!es' y •·posibl¿m~~t~·pár'fitÓrr~gulád«)~~s e~ pÍani~s) · ~ácen·d·e esta una 

molécula muy intere~~~t.é ~ara núestt~. ai"~~4~foll,~~p]J.~!:i~bfao.~~;c¡ü~:dur~ryJe.11n~~§inación 
de ejes embrionarios de maíz he~os'7'b;er\lad~ qÚe B~ i·~~re111ent~ la· ~ctivid!id '(pero. no la 
cantidad) de DNA· .. · p.olim~ra~a. cab~ ptins~:·e11:~·1~ ;¡)~~lbiil~aJ{<le: qtie·:-crcÑ,A•fu~ra• .. un 

mediador de el efecto de BA sobre. la actividad de oNA:¡JiJlimerasa. ;;· ·'' ... ' ..• ·. : .·· , , . .·; .. · .. · .. .-.- -· ..... - ,;_;:., -·~.;_>;.i~:,:;:.-~·_,::-.:_;~-- s-~~·, 

Por lo tanto, en esta s~guÜda parte del proye~to de ·illvestig~C'ión n~~ dedicamos a 

caracterizar al antígeno ~uclear de pr~li.fera~lÓn c~lúláf(PCkA)"'de n1aíz ~ inv~stigar si la 

transcripción del inRNA de PCNA está m'od~lad~ por b.enci.ladeninadura~te Ja ge~~inación. 

58 



3.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Clonar el cDNA del antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) de maíz. 

2.- Caracterizar la clona de cDNA. 

3.- Estudiar la expresión del mRNA de PCNA en' diferentes tejidos de la plantad.e maíz. 

4.- Determinar sÍ ·.Ji ex~resió~ ci~ PCNA está •regulada por benciladení~a durante las 

primeras horas de germina~ió~ de ej~s embrionarios de maíz: 
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J.J MÉTODOS. 

-La metodología utilizada se incluye tanto en el artículo publicado como en el 

manuscrito en revisión, que se anexan a continuación. 
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3.4 RESULTADOS 

3 .4. 1 Artículo 1 : 

Imelda López, Satina Khan, Jorge Vázquez-Ramos and Patrick J. Hussey. ( 1995). 

"Molecular cloning of a maize cDNA clone enco~li~g a putative proliferati~g cell nuclear 
anti gen". Biochimica et J3i()ph~si~~ ~eta I260; 119~12 l. ,, . .· . . . 

En este artículo se cle.scrib~ l~cloriacitln y lasecu~nda· de u~ éDNA. que codifica 

para el antígeno nuclear de prolÍferación celuÍar (PCNA) de mruz. 
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Short Sequence-Paper 

Molecular cloning of a maize cDNA clone encoding a putative 
proliferating cell nuclear antigen * 

Jmelda López a.b, Safina Khan ª,Jorge Vázquez-Ramos b, Patrick J. Hussey ª·' 
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Abstnct 

We repon 1he isola1i0n allcÍ sequence of a maize cDNA clone which encodes a pro1ein homologous lo proliferating cell nucléar antigen 
(PCNA). The deduced amiño'aciÍl sei¡úence predictS a protein Óf 263. amino acids in. length. The amino acid sequence shares 62% identity 
witb the human PCNA aód 95%.identity with the rice homologue of PCNA. · · · · 

Keywords: PCNA; DNAbl~dio{;égl~ri}~iia~i~ciiX;;.~b~;~~!~~c •·•••· .. : :;. '·"~'.: ' . :.e• ~>,, 
Proliferating cell n~~i~ara~Íig~~ (PCN~) isan ~~n'. >;¡J~~s)c;~1':rclo~~l~are\igbÍ~·~ri~~~d. MamnÍalian 

iary factor for DNA pol)'tÍlérase ¡¡ (pÓ( 1)) which stimu: ,· ; PCNA~ hiis)ieen shoWn tci.:stimulate. the:áctivity and pro­
Jates processivity (see [1]). Poi ¡¡ is part of a dimeric Df\IA: · ·":'cés5iviiy ~of :p<í1:fc5:-like) DNA polymerases :· from wheal 
polymerase complex functioning al the replicáticin'forlé"\íj¡cj•'• ··•'emlír\io 'which'·would stiggesi a· conserved. function for 
is responsible for the synlhesis of lhe Jeading srrand.'. [2]:{ .. ' PCNÁ in 'ánimals and 'plants (17). 
PCNA is also required for DNA excision repair (J].i.Théi•>··:•' ·For:this•study;\we have isolated a full-length maize 
expression of the PCNA gene is controlled at botht°th~y:·· ·i:cDNA'.clon~ eticodinga homologue of PCNA. The maize 
transcriptional and post-1ranscrip1ional Jevels. In partiCuJár;·;~\;•((cDNA~clo~e :.wa( isolated from a rapidly dividing Black 
sequences in the 5' upslream regían of mouse PCNA (4) :·:· ~.')•fexica~. Sweetcom' suspension culture cell cDNA library. 
and sequences wi1hin inlron 1 [5] and intron 4 [6] óc:'Uie ;¡:.:.:i;Tlie,dibráry\wá·s ·constructed from mRNA in the vector 
human PCNA gene have negative regulatory effects:i!'ln'/' ,:}pUC13/(J,'i•Húnsperger, unpublished data) by priming 
addilion, a homeobox gene has been reported io :. t>C; a·, • .. ·,:.·coNA'{synihesis with an oligo(dT) tailed vector using a 
negative regulator of PCNA gene transcription~(7J:.;;rn~:?•~';·modificatió.nofthe Okayama and Berg (18] procedure. The 
mammalian cells, various growth signals stiÍnuláte ·~the!/ :•lib.iary',:was''screened using a random prime Jabelled (19] 
expression of the PCNA mRNA (e.g., (8)) and it has tieen: ': VXlial riágment of the rice PCNA genomic clone (14). This 
reportcd thal the stability of mouse PC!'fA ¡ mRfllAi: is:''. ' fragmén!' córresponds to the nucleotide region -422 to 
modulated in the cell cycle (9). , ·,. / '<!e : ' '. , :;.+ 24,36of1Jíe genomic clone and includes the full coding 

Genes/cDNAs encoding PCNA and homologues/oí , .·region:·The Zetaprobe (Bio-Rad, UK) colony hybridisation 
PCNA ha ve been isolated from a range of taxonomically · proeedÚre: was followed. Hybridisalion was for 48 h at 
diverse species, e.g., (10-12) including a few plants (13-. · J~C.ill 50% (v/v) fonnamide, 5 X SSC, 50 mM Tris-HCI 
16]. The deduced amino acid sequences of the •PCNA · . pH 7.5 •. 5 x Denhardt's solution, 1% (w/v) SDS; 0.1 

Abbrcviations: PCNA. prolifcrating ccll nuclear antigcn; poi ó. DNA 
polymerase 8. 

'!!' The scquencc data reponed in 1his paper havc bccn submined ro thc 
EMBL/GenBank Data Librarles undcr the a..:cession numbcr X79065. 

º Corresponding author. E-mail: p.hu5scy@:rhbnc.ac.uk. Fax: -.w. i84 
.S343:!6. 

0167·-l7Sl/Q5¡SfN . .50 r lQQ.5 Else\"icr Sdcm:e B.\'. Ali ril!hts rcscrvcd 
SSDJ 0167-4781(94100191·8 . 

mg/ml .calf thymus DNA and 50 µg/ml poly(A). The 
final wash of the nylon membranes was for .30. min al 5.2ºC 
wilh 0.2 X SSC containing 0.2% (w/v) .SOS .. From a 
screen of 120000 colonies, 11 positives were'picked and 
thelargest clone was sequenced on both siian.ds by.dideoxy· 
sequencing [20). .,·:- : :', ·:: : : .':> :· 

The nucleotide and deduced amino ácid seqúé'nce.of lhe 
pulati\'e maize PCNA is shown in Fig:· f. The opén· reading 
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frame was identificd by comparison with publishcd PCNA 
scquences. The nrnizc cDNA encodes a protein of 263 
amino acids in length. has. a predicted molecular mass of 
29 342 Da and an isoelectric point of 4.46. The amino acid 
sequence shares 95% identity ánd. 99% similarity with ,the 
rice sequence (14] and 62%: identity and 91 % similarity 
with the human sequence (10]. Like' ali'other PCNAs, the 
maize PCNA contains a possible DNA binding domain ' 
consisting of an a-helix-turn-a,tleliÍC (10], Afg-61 to Arg· 
80 which shares 65% identity and · 100%· similarit)• with !he· 
equivalen! region in the human.sequence: The importiínce :·~· 
of this domain to PCNA function is unknown; So' far, it , .. 
has been shown that PCNA alone cannot. bind single- ' ·' 

stranded DNA bu! it has bccn suggestcd that after an initial 
interaction betwcecn PCNA and poi li. the potential PCNA 
DNA binding domain may become functional (21]. 

Rccently, it has been shown that cyclins DI and D3 
form complexes with PCNA (22]. lt has been suggcsted 

·. that. the interaction with cyclin DI may prevent PCNA 
frciní biriding to the replication complex; cyclin Dl might 

: serve . tó régulate the . activity of PCNA. Two regions, 
'amino ·ácids 2-64. and 197-228 in mouse PCNA, are 
:'necessary;for the association of PCNA with the D type 
< cycli~s (23]: These regions, which are again highly con: 
·se,.Ycd, iri the pla~t amino acid sequences(Fig.: 1), show 
· be!Wéen '62.'..67% · idenrity (90% similárity), · and. beti.veen 

ttgcccctcgcccctctcaaacctccgcgctcccgcccagctagggtttccccgatctcc 

M L E L R L V 
cctcctcctcaaccgccgccgtctccgagagcgccgccacgatgttggagctgcggcttg 

Q G S L L K K V L E A R E L V N D A N 
tgcaggggagcctcctcaaqaaggtcctggagqcqatccgcgagctgqtcaacgacgcca 

F D C S G T G F S L Q A M D S S H V A L 
agttcgactgctccggcaccggqttctcgctgcaggccatggactcgagccacgtcgccc 

V A L L L R A E G F E H Y R C D R N L S 
tcgtcgcgctqctcctccgcoccgaggggttcoageactaccgctqcqaccqceecctct 

N O N N L N N N A K N L R C A G N D D I 
ccatgggcatgaecctceeceecetggcca•gatgctccggtgcgccggtaacgacgaca 

I T I K A D D G S D T V T F M F E S P K 
tcatcaccataaaggccgat9ac9gttct9acacc9tcacctttatgttcga9tcgccca 

Q D K I A D F E M K L M D D S E H L G 
agcaa9ataa9attgc9gatttcgagat9aaactgatggatattgata9cgagcacctc9 

IPDSEYQAIVRMPSSEFMRI 
gaatcccggattccga9tacca99ccatc9tcc9catgccttcttctgagtttatgag9a 

C K D L S S I G D T V V I S V T K E G V 
tctgcaaggacctta9ca9catcggagacactgtcgttatctcggtaaccaaggagggc9 

K F S T S G E I G S A N I V C R Q N Q T 
tgaagttctccacatctggagaaattgggagtgcgaacattgtttgca99cagaaccaaa 

I D K P E E A T E M Q E P V S L T F 
ctattgacaagccagaagaggctaccattatagagatgcaagagccggtttccctgacct 

A L R Y M N S F T K A S S L S E Q V T 
ttgccctaaggtacatgaactcgttcaccaaggcgtcttcactgtccgaacaagtcacga 
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S L S S E L P V V V E Y K I A E M G Y I 247 
~ctgtcgtccgagctaccagtggtggtcgagtacaagatcgctgagatgggttaca 840 

R F Y L A P K I E D D E E M K P 263 · 
ttagattttacctggcgccaaagatcgaggacgatgaggagatgaagccatgattgccat .900 

caqtqctcqtqctgccgactttttctcgtcttccatccatggtttgcttattagctatta 960 

tttgcacgcaaaggaaaaaaaagatgttatgttttatatcttaggccagactgcttt~9·c' 1020 

tacttatttgtqactgctgtqtgtccatggatttatagtgaatctagattaqtggqcttg, .·,1~8Ó. 
tqctttgtgcatgccgctgct9tctgcccatttttctattcaqacatgaaattctttgtt 1140 

gg9atc 1146 

Fig. 1. The nucleotide and dcduccd amino acid scqucnccs of the maize homologue of PCNA .. The A~~-6.1 \~ Arg-SO !'>cquenc~ refcrrcd 10 in the 1cx1 is 
in~icated by bold print. The putali\'e cyclin binding regions are undálined. 
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72-84% identity (87-94% similarity) with the same re­
gions in mouse PCNA. respectively. This suggests that 
plan! cyclins might exert similar rcgulatory effects on plant 
PCNA. - -

The isolation of PCNA -related -sequen'ces from plants 
provides a foundation for ihe investigation of the signals 
that promote DNA replication _ and -cell -proliferation in 
plan! cells. Bearing in mind that -the growth signals in 
plants and animals are different; the response of plant 
PCNA gene expression to environmental factors and plant 
growth rcgulators may prove interesting. . 

This work was supponed by scholarships to l. Lopez 
from the British Council and the DGAPA, UNAM. We 
thank Dr. J. Hunsperger for the maize BMS library and Dr. 
l. Suzuka for providing the rice genomic clone used in this 
study. 
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3.4.2 Artículo 2: 

Imelda López, Satina Khan, Jorge Vázquez-Ramos and Patrick J. Hussey. (I 995). 

"Characterization of the maize Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) gene family; the 

response of PCNA gene expression fo ~ytokinins". 

En este artículo. sejd~~c~ibe él '.aislarnientó de ún. segundo miembro de· ¡3 familia de 

PCNA en maíz y la exp~e~ió~ ·c1e Pcí.¡A'.'en diferentes tejidos ele la phmta. También se . 

estudia el efecto que ti~ne; bencil;éleniná en la e~pr~sión. de PCNA 'durant~ lá germinación de 

ejes embrionarios de m~íz. 
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INTRODUCTION 

PCNA, the proliferating cell nuclear antigen, was 
originally described as a nuclear protein recognized, by .an 
autoantibody iro~ patients with systemic lupus erythematosus 

and whose synthesis 'coúe.lat~d ~Üh the prolifeiatlve .state · 
of the cell (Mi'yashi 'et al: 1978', Tak.3:sak.i. et :a]; 1981). 
Bravo et al .. [ 1981], i;nd~p~!1deritly d~s~{j_b~d?a>p~6t~i~, calléd 

=~:~~~:rat:i~:.•.~zt .. ·.··~·.·· .. ·.~!.Y.···~.d;.·.· .... ª¡····M··.~···.·ª: ... t: .• ·.·.h····c····.····e:.·.·.·.we .. •.•.·.··:·si.·.· .... ·.1·:····.·.· ..• ···e·.·.~.·.· .. ·t•.

1

.;.• .. s;h~'.·•.~~i~;}t~·:~~·~·· .. ··:t~·:. sh:~: 
later to beide}:lfi.Cal ,a1:~~i98·41{ · ;, ' 

·.·-'..>. ,·:~~. .~ ~~> ~.: < ,_,,_,_ -.·.-~;',.:. ·.<·-~~ ,_ .. : ~.-~:.-~.:~:' :~J' ' . ,_ ·,:,.-, />:_::.·, .. -· ~·::.·,:'·, 

DNA pC>1YIÍtérase1 º <(Poi oh· is ilart ·of tí-ié.IÍl'iA__;syrittié.s'izing 
··machinery, · ihnC:tioriih(;r .t~t >the/ replicatio~~· fork'>;:rn ··thé 
synthesis of . t:!l~···. ieáding'. strand ns'úhmót:o. :cet.'.· 'Xi~·;. i9911 . 
PCNA is an auxilfary' pf6tei!1 f()'r'! po1i'íne.J:'ase/o :;;,hbs~ ·ful1C:tiori 
is to increas~ b6th\ióiyrÚef~s~ acÚ'1Hy i~nd. ¡;i-()c:~sSivity [Tan 
et al. 1986; T;\u::l~~~ci~k·f'.~.í·. ,<y9'9(),}1~e·~i: ~L. ].'99¡jf'~iMore 
recent stud.Íes. h.~vé '.shown',that' PCNA'."is\invél1ii(;;'c! i;¡ ~'i=~al~ DNA 
synthesis [shi.yjiet,,al. l99,2]:· •.•. · '.,,:.~/.. "' 

Genes .. encoéling · .. PCNl,\-. h~~~ .'~bJen\ . cloned .. from widely 
di vergent specie's' (Almendral; et .~1j>f9a7; ;w~see et al .. 1 1992; 
Kilbey et al;, 199~]~·i.né:l;Jd.ingº~e~ero;il plants (Kodama et al;, 

1991; Suzuka 'et al:~ '1991; Hata et,a1.; 1992; Markley et al., 

1993]. This pr~teiri is highly conserved and is able to 
complement taxonomically di verse speci.es: ,human PCNA ·can 
complement a 
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transcriptional levels. A conserved region in intron 1 

exerts a negative regulatory effect on the expression of the 

PCNA gene [Alder e.t al., 1992 J , and deletion of intron 4 

increases th~ l?,CNA mRNA levels in sertÍm-de~ri ved human cells 
(Ottavio et'.al., 1990]. Arioth'er negati~e.'regulatory·region 

:~:~ b::::~:::~~'fü;vf ~:·~~irlA·:kJ~,]¡~~~t~~';f .tt f m~u~~ mr;:;· 
" . ·. . - . · ... ~: ·_:.:: :· 
_<,';·~··:·· . ::'::-'.> ,, \' ,"- ._·_:·'· -·. 

;~:~;fü~!f :o.~~~~~:l~tef~t~x:~~;~~~:~jf íf ~~~I. 
gene is induced;by. gÍ.-~wt~ )factóis lik.e/1:~eYpléltel~t:;.cterived 
growth fact<;ir (PDGF). [Ja~k~i~ki,;~·t:, ~1~';{i98~J;.,~;'a.ria;,:that thi:.S 

~:=~~!i~:~~:=u~r~:it.r:f u:P~t;~~t:rt§:·J~ftºr: fo'r .:,~8~ . x~~yiin; like 

Studies on DNA m_et.ab'~ll'~ll\. {~. ;i·~nt: >{~~ ;~;. b~hÍnd •!:hose 

in other eukaryoüc.•. c~lis q '{only ::;- 'te~º DNA·; .P~i\ .. ·;i~r~s~s ·. !'lave' 

been extensÍ~ely' pu.iiti~<l >a.11ci .. · the .. · role< ~{ . the. cÍÚferi;int 

~::~:~::':·dl~H i'~~i~~;;~'~f ~1!?~~~r~~\~f~:.~tt~ii~r¡!: 
in whea t embr;ros mainly, .ctue' to .the-response •o f this•' emyme to 
mammalian PCNA fL~qÚel ·~t ~Í;,~ I99JJ :· ';'Th~ PCNA p.rc:itein has 

not been cl1ai~c1::eri'~~<:{~ ii/' ~Ía'hts'. sorne· •0C:i}édm'~tal1~iú 

::~::::~0:0":!i!~~;;·~~'iJh~iJ!r~Hf ,•pJ~\~::~~:~· eC~~~!:~: 
(phytohormone.5) • [K6sl1'~i' ~t; .~l?; Í991í . _ · , :. 

A rnaize ·-·~·~~~ '..JeLe: h~s· ~~~11'.~e~~~t}/ cloried and seq\lenced 

[López et al. 1995).: ' In tl:lis ';pioive~ ~i ;·~e~ort. the 
identification of .. a. second'. putciÚ\.re maize · PCNA gene. Our. 
results show 
proliferating 

that both~ genes are e~ually . ~~preised in 
tissues, ánd. that a synthetic cytol:inin 
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(benzyladenine) temporally induces the expression of PCNA 

during a developmental process like seed germination. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES. 

Plant Material. 

mRNA isolated from suspension culture cells of. Black 
Mexican Sweetco;n was used ·.to. construct the cDNA library .in 
the vector pucl3 .. [J. ''Hunsperge~, 'unpubHshed dafaJ. 

zea mays inbredline A:18s<was•·used f~r th~ pr~p~ratÍon of DNA 
used in th~ :5~lifl1ern . ª~~ay~-- arid fo./ Ltn~ .LiJrei:ia.r-·a.üon· ~t 
tissue-specú id · RNA-~: 1i"sect"EI1c the ti::¡su~~speci:fi'c :·,N~rfÍ-i~~n 
assays. iao·t~ anél shoots;. were harves:ted. frcím ;4.:.:1 ;Jays _oíd 

~:::~n:taet:r:ee:t~i::~··.··.• P¡f¡;id">:t:~i~,~~·~-~:~:~fih~~;!i;t &fi:;:: 

greenhouse-grown ':Plants":•. :· ~P~Úen<· \;,~~j ~~:J!~in~t~d; •a.t' room 

tempera ture for,:• 4s .· ;n{p ~rí' ·~01id. 11\~ciiurri· c'~n'taiiíi.hd:~17 % ··•.·(w/vJ 

sucrose, 0.3.·glc.i c{ .. C:i~, o.i. 9-i-'~'.~3Bci~;<''a (:V/yJi:'.ag~fos!=:. 

;:E:~ic ::::, ~:::1,y{ti1~1·~:t:!Ít::~;1~1f :~f ió1:J~1Í;f~~~.~~ . 
distilled water,,. and,g~rmlria'.'Eect:·.for dÜfereht: periods Of,'time 

in 50 mM Úi~/HCl; P~?~G;; -~9·:~LK~~,j_o:,niM_ ~gc)2 ;' 2% sücrose 
and 10 mg/ml~~·-cnlo'r~Jiiphenicol fwÚh. or. without 10~5 M 
Benzyladenin~; (si gin~).;· 

.·:-. •'' ~·; ~::+ ' 
,,._ ..... _ -:> 

cDNA. ~l~~nes. 

We · havé ,préyi.o~sly reported the isoiation of a full­

length maize cDNA cÍorie ( ZIÍlPCNA 1 J encoding a homologue of 
PCNA [López ei: .al.' 1995). 
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Briefly, maize cDNA clones were isolated from a rapidly 

dividing Black Mexican Sweetcorn suspension cultur.e cell cDNA 

library. The library .w.as .con.structed. from mRNA in the vector 
pUC13 by priming cDNA synth~sis •. w~thap;oligo(dTl.tailed 

!~::~::::t: t:1m:::J:~:Jtl]f~;¡Jf it;{r~!~i\f J,%¡[{~;t:!t~E 
using a randoin prilnerilabellect:xBár'frag~~nt' of,ifherice 'r'cNA 
genomic cione··.· [s~~~ka\''/~{ ... ~.i :;;<;]_,99·1·.1;:· ·.···.··~Tih·i~· .... /f~~~~~t 
corresponds '.to' the n~cle~ti~e: r~~ion ~4;~2 Jt:¿: :'+2A3¿~ of the 

::~::!:becl~;;iº:c1 ~~J{~ff:fr~i:~·:'p*~~~d~;ºtt~~~·~~j¿\º1t~;d.:.T.~·: .• 

~~:~;;~;~,::p~{t\~,~:~~~~}JJ~~,~~~Jg!?~~r~~~~J~r~g.~~·.·· 
;~~ ~~ ::n sisti' o\º2~2*~s~~~,o~.~~'.r~:~~lt~e;~;~~~~:~;~;2~~ct~'t~~~:~m¿; 
::c:::::;vesc~~~~esw:ser1,:~~~~t:~8 f rªC>; :::·:¿j{if}J~1 :ct;;~¡'t i ~: •· 
clones were ;bf~j_fi~ci ;: . '- The :,ilaigest ·'~r6ri:~ was seq'u~llced Ón 

both strands ···.by ···. the; ~ide;~Vi :~equenci~d '.l!léth.o
1 
.• ct

9 
.. 
9 
.. ·

5
'a

1 
n. el>: the 

complete seqUence,. wa·s~Z ~'ef)6rt:'~~ '[L6p~~ ·~t> ~l ); . .. . . · The 

first 200 ~ú~ieotides, 't;oll\: '1::11~ 5': enafof tí-1'~' 10 r~máirii~g 
clones were sequenci:ct' ar{d cornp~red using the< DN~SIS páckage 
(LKB, Sweden} . 

DNA 

All sequericing was done , using the · dideoxy sequencing 

method [Sanger et. al., 1977] and · an adaptation the~eof for 
double-stranded templa tes [Murphy and Kavanagh, 1988]. The 
Ml 3 reverse primer (Amersham} was usecÍ to sequence the 5' ·· end 
of the clones, and appropriate oligonucleotides :Érom Ehe · read 
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sequence were synthesized. DNA sequences were analyzed using 

the DNASIS package (LKB, Sweden) . 

Southern blotting. 

' ' 

Maize g~no~ic DNA ~a~ isolated as described byLarkin et 

al., (1989). -DNA (15., mg) was:. dig~sted. w:i.th ~ither EcoRI, 

HindIII or 'BaÍnHI.~nd the rest~icücí'n f~~griiez-J:ts ~epélríit~d on a. 
o. 8% (w/v) ~g~rose.< g~i. Transfe;- of 'DNA ;fic;~- tlie gel to 

nylon Zetapré:Jb~ •. ~~~>éls des~rib~:::L byf sC,utherri· (197 si•.-• except 

tha t ammoni uin'>acetát~~- IJff ~f~~j Rks}. ~-~ld, :~s ''.ct~P-•~rce.rhiyb,ber.~1{d•~1,Yz··.e:Rdi.gaud· 
et al., [19~7)•.•J •The•:southern•blot'~-;~ . and 

hybridized ,ate-: '42~c ~5} '\i~~ciibeá' · •.•fór.< :•t:he'{ "c6rC>ny 

hybridizations ;:_. 'l'Jh~~:'Úie.'P~NJ\. ~C,~}ri~ ~e~i6~5;, \V~S~-;ii:;eicl as·:.·a 

probe, the fiÚeis~ we:i:e• wa:sheéi >fwó t'iri;,~~-; i;g 3'o ;• rni'i'.iutés 'in 

o.2x ssc, o.h.(q/~J sps, ~·¿:4s~t· wher{ th~is'./6.i'3)._(see 
PCR reaction) gene::'si>'eé'i f:i.c}fra·~~'I1t~.-- ~ere 'use(i 'élsUa+•probe, 
the hybridization was)carrie·d;out unciei thei sal!le conditicms, 

but the fÚter>~a~\~~~hecl'. for 3o minutes.·ln z~ssc,··0.2%SDS 
(w/v), at 37-ºC: t The ,filter ,was ~tripp~d betweeil. p~obings by 

incubation at:' 7'5.'.:áo'~c {for' i5 rnin in 5 ~ Tris/HCl pH 7. 5, Q. 2 

mM EDTA and o, 1% -!«w/;i •. SilS. · 

Total .RNÁ was . prepared as describecl in Hussey et al. 

(1990). lS•µg'C,i tOtú RNAwere fractionated on formaldehyde 

agarose gels ·(1% -~~arose, 2. 2Mf0rmaldehyde, 40 mM M0PS pH .7, 
10 mM soditiin a~etate, 5 mM EDTAJ and . transfered: to nyti:an 

(Schleicher & s~huell) · meml:iranes 'using _lOX. SSC as the 

transfer buffer. The. ÚÜe~s' were piehybri:dized, h~bridized 
and washed as described for the Southern hybridizations. 

Equal loading in the lanes was tested by spectroph2itometric 
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measurements (A260 ) of the RNA supplemented by comparison of 

ribosomal RNAs on ethidium bromide stained agarose gels. 

Preparation of .radioacti.ve probes .' 
'.::\:.."' 

Both :the ;rice)PcN~'~xbáI de~omic;·• iragm~nt·. useq to ··screen 
the library;. ~~d~'til~::'m~Í~~ .Pc~Á~>~DNA tra'9-ments were labelled 

by random prirn~'rid ;··~~iA\r an oligolabelÜng ki.t Ph~;ín~cia) . 

;~:~~:~: .::Zn:t~j¡~f f~~i;f~~R~~,ify:J~~~·~~~~j;3;t~::~ 
~;~~~:~~~fü~!~~~lgf jj~:~~!~i~~~f l~i{~1t {~;f r jf1~!~E 
fragment at 37°C withél2.,1nt{1 DTT/ •30 ·~lM each C:Íf, dATP, dTTP and 
dGTP and so f.{i::i• ~'L;.¡~32J?fctcTP (:3000 ci .mmo1:1,, A!nE':lrsham, · UKJ 

for 1 hr. Appr'c;;¿i_~~te. spec;ific a'~tlviÚes for aH thé probes 

were lxl0 8 cp~:i~¡~-~T · ·'/~ ,. 

The single stra_~de~T~r~bé used fer the Northern élnalysis 
was made by. cloríirig: the' PCR aznpliÚed. 3'' region ,from .the PCNA 
clones in to'. the: 'PGEf.rJr' 'ffPro~e~~):; vector. Th~ recornbin~nt 
plasmids .we:re\dige~ted 'wúh;EcoRI,,, andLBamHI·· and·.·· the ··inserfs 
were subclon'é<l ··in:; thé E:doRI /~nd >aamHI · sii::e's of ,the pIBI25 

~...:_"::·;,, 

~~=~~s v:~:~~·:~tress~~;·.~~;~·~:ep~¿=~~{;º~~:~::::::cere;::~·~:~:··· 
Helper Phage · (Si:ratagene)', · al1d · was labelled using the Ml3 
hybridization primer (l\mershaniJ. 
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Polymerase chain reaction. 

For the production ·Of · gene-specific probes, the 3' and 

5' transcribed but . nori_;translated. · regions a·f the ZmPCNA 

clones were an;plHi~\:i by:the polymerase ,chain ·reáctiol"l using 

the following··:\pr.i~'eí:s;: •· . , .5 'ATTGCC!\TCAGTGCTCGTGCT3' ;and 

::~~~~AAcmGAATTTc;~T~.1?¡,;Tg~2~T~;~AJ:icC:~Tt~T:3 ~;..~.~-s-~~;ci~~d 
5 'CCATGGATTCATGAAAGCAGT3i, :'.for'? the}zn1PCNA2.\{3'(' 1'~11~ ···~·sb~~ifiC:. 
probe; 5' CGTGGCGGCG,CTCTCGGAG:kd· ; arid :~he ,Ml3; f'ev~r~~:;·p'riri;e~ 

.. ,. - y ·~;·. ,,,_., <·;~:.:<, .~.-::.:· _- '.','."-~~--.·'~'.:.º:·i,:~,,s'. \~:-: :··_,'-._.,..:~-;-~··::.""º,-,-:,:;-.:•:--!,'."'.~~';: __ ~:~_·,- ,,.·;~.--'"''·" .(·': • 

for the. ·•·.·•···•· ZmPCNAl• '·,= \·······,, ,;,gene;::-~pec~fJ.c,,c,probe, .. 
5 • cGTGGCGGCGCTGTccfc(;;¿3 •::'·'ai{·~\t~~ 1sM{.3:.'~~Ve;s~~'..;¡1~·~t.i or . the · 

zmPCNA2 5 • ·., gerie-i~E:é::ú i é:: ·' probe :_.·~. T~Í:i ,:ri~· .. 
0
º.•.J.

5
·;···º.·.·.NrnM .. ~.-.•. 0dNérT .. eP···~5·:a1m········P··l1'.i5f·~rnMed .. in the preséncé'of.' 3ooi:ngcof.priiner; . .- . 

Mgc12, 50 mw r<c1•; ••10 !ni.fi :rr:.F~Jlícr• pH~ :·97;3):7,c ófoú · (~/vi 
gelatine, 2 .5 u· Taq DNA !J610rie1-~se. for 30 cycles at Go,?c 

using a Hybald · omnige~e (?) · th~rnio2yC:ii~gé· apiiara~~;s :"• PCR 

products tb ~be used J:oi ractio~~Úve' l~beiÜng •werec purified 

through 1.5% ~w/v) agarose gels. 

RESULTS 

Isolation and sequence analysis of Zea mays PCNA cDNA clones. 

To isolate maize PCNA sequences; a rice PCNA genomic 

fragment containing the·complete coding. sequencewas· used to 

screen a cDNA 1ibrary deÚ;ed frorií mru:.TA; i'soiatecl, from <Zea 

mays BMS-3 : :su~1~nsion '.C:tiituré c~Hs> ~After ':'a~ secon~ary · 
screen, 11 p;sÚiy~', ci&nes-''.w~rei'. ld~riú~t'~d.:·: .•·t,hTefe ~:'.fa~g~st 
clone was c.hosen · foi:. :;f~rthet; :.;;nálysis ( and ~. <'completé 

sequence of élone : zme'.CNAl 'has already,• been: pub.iishecl [LÓpez 
et al., 1995].i.Th~ 5; 'iioriC:óciin~~~hct-~•¿dlng ,;¿egi611.s:of .the. 

other 10 clones were · .. s~q~eri'c~d ~ncf analyzecL · The clbne~ were 

found to faH in to 'two grou¡:i~: 6ne wi tri identiéal sequence 
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to ZmPCNAl and the other which we designated as ZmPCNA2. The 

largest clone from, .the latter .. group was chosen for further 

analysis. Both strands of the cDNA were sequ~m.ced at · least 

once. . . 
- ' - ' ~-: '. 

The nucf e~tide sequeriée . of OZmPCNA2 is'/ pr~sent~d in 

figure l '. · ..• I ts/ deduced /aminoaéicf' 's e2qm~eP .... nC •... NcA; ..•. 1¡'•i.·.·,·.~. ·.•.· .. c····.:_;~.·.·T:mh:ée}ii-_~d_ wi th 
that of Ehe ; pr~~i6u".~ly~,.~:reh()~t~·d>;~ _· · .•. ,. . ; ,óyerall 
identity· at,•the']'nuci'ec)tide;levei:'is 'a8%Sbet¡./éé'l1¡:tlie t\~O PCNA'' 

~;::~:,=.~f~~1;~1i~~~~:~;~t~~ttto~t~~~{~tii~. r~:;!~ 
significance c;·~.~:hi.~}di~.Éer~nc~ is noh;fhown:?··· ··· ·.·' 

-· ,~:.= . . ~~-~: '.- . :-~~:;. -. 
,. - ""Ó--- ·-- " •• :"":_ -'~-- ,. ," .-.; • o ~ .. :-· _·- ' - -. • :_ 

The ZmPCNA2 cDNA encades a .protein '<)f.' 2 63 ~!nii;oaC:icts in 

length ~nd ha~ a predicted molecula{~a¿s:of 293lJ ÍJ~; The 

amino aC:id sequence shares - 198. 5% ~ >ideri~it~ ánd · 99. 6% 

similarity. 0ith the ZmPCNAl seqlle~Ce'; '·áoth sequences contain 

a putative DNA-binding domain éonsistir1g o'f ·~n ~.::h'E:ux:_turn­
cx-helix [Almendral et al., 198(], ·~nd •the ··two· regions 

described in mouse PCNA necessary for th~~a.Ssociation with D­
type cyclins [Matsuoka et. al., 1°'994] ·.· 

{:.'_'.: -

' -~- : 

Estimation of ge11e ;copy 

-__ --- --·~;~·-··;_:i:'·:-c ---- -~~ ~~~ - - ~_::·~~~:e-':·;:~:_:·~. -_,_-_-
Maizé .-genomic Sotlthe~n blots were probed · .wi th. DNA probes 

designed fo sJeC:ific.~Úy:::·.dlsÚngÜish ; bétween the two PCNA 

genes. Oligonucl~oÚde'primérs ;~ere "~Y~thezisecL to .the s ,· 

::: :~e:nd:º· ºk;r¡;;·\:;¡:z:f j\%~;~d!giJ}%·~~;:::jtt~h!c~~ª~:~:: 
genera tect Viere·~ us'e;I f ' ·· b >· ' ' 9'eri~m. ib} s. oÜtl1e~n J:ii~t~. 

. . . . . h. ·yºb~r; Pi· .di::
0
i·z· :•:ee" d:·~.-.w·.~ittzhe·. . 

Fig 2b shows a •i:iiot' the .ZmPCNAL 3\ nonéóding 
region probe¡ · where one ba!ld can e be seen in'. ·~acr1 of the 

lanes. The Southern bl~t'.was.strippéd and repr;bed.with the 
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ZmPCNA2 3' noncoding region probe (Fig 2c), where single 
different bands are detected in the .· 3 lanes. When the 
Southern blot ~as strippedand reprobed with a mixture of the 
complete cDNAs of _ZmPCNAl arid ZmPCNA2 · ,: .th·e <six prevlous 
bands wer~ r~vealect pi \.I~ . ; i::J6 ad di ffonal • oiles: il1 the' EcoRI . • 

lane (maÚed'Jíith afr()Js,J'..Fig.:;. 2aJJ? t,. ~.Í.~b~·<'tb'~r~ is no 

in terna! EC()RÍ ~ité. in the-~cDNA' c1011es¡ 5fü.s'~'~~~\l'.1t:-.sJggested. 
tha t e i th'ei tile're }is:: a:n. ·:Ecoiú sité .. w.i thin :;.ari{In trón . or ··· there 

~~fü:g·ii~K~d~;~Jf~f1}l~1~~i1iit~~~~l;13~!t:~~ 
reg ions. The t~o ~dCli Üorial hand~ were 'detected in {foe EcoRI 

lane only . (da{él f;ót,~h¡j\.,n)c:; These resülfs sho~~d'.tbat, ... i~: the 

maize genome there.· are 'at''.least iwo ctif'ierent PCNA genes, and 
that there '.i.s.' an' ~E2:6'Rr ~lte' ~ithi~ an intron of the 

transcribed regi~!l .; 

Abundance of the .two PCNA gene · transcripts in different 

tissues. 

Northern blots containing RNAfrom various maizetis~ues 
were probed with the ZmPCNAl: and ZmPCNAZ 3 1 hon:-~oding 
regions,. and with ~- éoding. ~equerice··probe pf~~.;red :from a 

cocktail of ZmP¿NJ7.1 and ZmE'CNA2 cDNA,aohe~: ·'.Fig. }a ~h6ws a 
Northern bl~i:: :. é:orifairiiijg~¿i~\ fug .. o.fL:_fóta14~RNA;:c:erom~2: s/·'s, 7 

and 10 mm·spiklets;<~6r1en'.gerlllil1ating_'pºllen;:tro~t;.•· shoot,, 
leaf, cob and ·eritl:,;.;o: prob~d'. wi th th~ co~ktii'.J.~' Ó~ 1 ~ZÍnPCNAl and 

ZmPCNA2 cDNA ~l~ne~ ~·· 
1

Th~ .. '2 .ti ~~ spiÚ~tf'.a~th~·r~ 'c:onÚiríed·. 
premeiotic ~~~~og~~o1.Ísi:~~ll~;••• th~-3 .it=.'',éopt:'airie~ c~Ús -·at 
mid-prophasedi/; th'~ 7.mrn~s~ikiet an'thers:Ocóri'ta'ineci celiS .·at· 
the tetrad st~ge<·i~>in~i.o~.i..i; ·~n<l' Ü{~' 10 .~n ,spiklet: anthers. 
contained mafo.iil'l.~ p~l1el1·. grain~; A cien~itometrrc arialysis 
performed on th~ aut6frac:Ú~gr~phy ~·ri<J the relé!Úve am'ount. of 

transcripts in the ; di Ú~rent tis~~es are shown 'ir! ÜgUre 4. 

75 



These results show that PCNA transcripts are abundant in 

proliferating tissues, being the 2.5 mm spiklets the tissue 

where the messa.ge, __ is mos_t abundant. 

To determine the ;attern of, expressicm Of/ Zll1PCNA1 and 

zmPCNA2, t:wo kori:~é;rí blots'i ~.in\Áia.~ .to' t~.at: .i.~ fig.(,·F··•·.·.3
1 

.• g~.-.. w.
3
eb;e) 

probed wi th, Ehe ~' ' nbncodirig> reg.ions ,i:Úóm> ZmPCNAl, . 

and zmPCNA2 (h~;)3~) '. ~h~ 'results:~h6w that ,the pattern of 

expression .. I''2Nj\: 'úie' -tisimes 

studied. 

ernbryonic 

axes. ' . . 

' :.º: .. -: - - -

DNA repij_('.!~~-ib~. ciJrd_~; ·¡·mái ze cgermin~Uon has beeri shown 

to start l'S h~u}"~ after seed'.imbibÚion [Baiza et al., 1989; 
Zlatanova et aÍ., {gag, Georglé;a et al·., :1994] .. ,It. has alsO 

been shown · · tha't • ~cidiÚon oi ~be~zyladenine'. ja . synthetic 

cytokinin) to geririina.úri~ : maiZ~ •· increases DNA :, p~lymera~e 
activity and. ;~d~ces the"úm~: ~\: •whi~h ".D~J.\- repl:i.'C:á'Übí:r and 
mitosis tak:e~ E>i~ce, ciur:i;.;g:·_ dernünaúo'n··'.¡vá-~qu~~-F:arii~~- ú:~i'., 
1990; Reyes ~t ~1.; 19~ÍJ ,) . e··- :\•.····::'.· >:· :; 

~> ··,. - ' 
.,· > .. '/: ·.·,;" . .- i' ', -~: 

To determi~e J~eth~r .•.• -~~~·-- le~é/i~ o ¡f: PCNA :~RNÁ , r~sp~nd~d. 
to the presenc: ';O'f· .. IJ~n~~l~~eAiri~, ; 'G~--- •~erínI~~ted -.-maiz_e 

embryonic ax~~ for di Ú~reii:i: '.1en~ths' ;f ,tiníe< ; Northern blots 
·' !.- ····-· . - - '' - .- .. . ' ' ... ,• 

:~~:a~i:~x:ie:t:~ffi·.;t~~f:g;~f~·r~'z~~~~~¡i~t~:x·~;~;;t;¡;p~~::: ---
( Fig. 5) • rt' 6~n.,b~ • ~ee~ t~~·t;·i:here. i~ ihó;!~~te!bÜ.bt~, PcNA 

transcript i~··tB~ <lrV ernbryo arÍci th~t ü·appears'.>in: ª cyclic 
manner and in .. _app.ioX':i.m~t~ly ~~1la1· ·~Jiibu.~'ts in 6Ci'th'corit,n:Íl and 

hormone treated. eml::rydn'ic' axes at' :.5;· 10 anci >1.5'. h of 

germination; the lllRNA levefs at:. the .laf~~ ti~e··.are vei:-'y much 

reduced. Interestinglyr by 24 hours Óf ge~lllinaÚon, BA 
stimulated up to 17 times the amount of PCNA nies~a'ge· c~mpared 
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with the amount present in non BA-stimulated embryo axes, as 

shown by densitometric analysis of the X-ray films (fig. 6) 

DISCUSSION 

We have identified two maize cDNAs encoding putative 

PCNA homologs: ZmPCNAl and ZmPCNA2. Both cDNAs .encade a 

protein of 263 aminCiacids in lengthand share 98.5% identity 

and 99.6% similarity. The. difference among .the tw~ c~DNAs is 

greater at tríe ·n.ucl~otid~ level; .ipe~fa.lly, when th~' s'. 'and 3'. 

transcribed bl1t>nCin~i~'ari';;i¿,{1:~d·'sequerÍces we'.i::e\cCiinpar~d / the 

~:;~:!~Y ::ºn!olt:t:i!Jii~Z~· \54s:f%, s:::te:h~t~~~~i:r~~~t°t~ :~. 
ZmPCNAl. The physlologÍC~l< significance of thi.~ 'dlÚerence 

is not known. rri carrc:lt,, ;t:wo members of theJPcNA.:c]E:~~··ialTli1y 
ha ve be en described.;'' Cine· havfog a.n: extra. c"-1:ermirÍal~dÓrrÍain 0°f ' 
11 kDA and bCith•;: h~m~l!:i'gs were. apparently co.expr~is;ºect in 

soma tic embryogene~ls >[Rata 1992) .> < 
·.~: ..::·:<~·.,·, .·:···· 

Southern analysis u~ing·probes prepa;ed,a·~~e~e.cspécific 
probes f or ZmPCNAl .· .~:;.id• ZmPCNA2 ·•· r~vealed ~ t~~t ··• :·fhe .• ~aize PCNA 
family consists: of.··at;'Iea.st : .. two f:meinbers. L rn'\an:•· attempt to.· 

identify mor~ 4"effib~'f~ ·';c:>i.; th:i.5' f~m.Ú~.c. irí.Zm~i~e, Í:íiots ~ere 

:::: s :: t f :~1~~~~:¡·1:~~t¡i:~&~t~r~r:k~d~;.1~·~t~r~t·~~i~~s1~0s ..••. ;; 
there were mOr7) S~ªÍ1)~9b PJ:i~~-~~~. \~f·trhi~.· fa~l.~y. iri'•maiZe, 
their degree of·siinilarity.'niust'be lower; o: :~ .. : ·'. •:· 

.•,·;,·,·, ':,' < .· •.••• {:·.,. \ •·.···'•.;' .. • .. ·;, ··.;·.·· .... , 
Al though fÓr á lo'ng; f:Í.~e '!"(;NA was considered• a• protein 

acting exclusiv'eiY dGdng DNA replic.3 t'ion in'/mamma:lian:~ cells' 
recently a r-()i.~ in ¿NAi ·:é:~paii, .h'as be~n :.ci¡j~¿ri¡~~te·d [Shi vj i 

et. al. 1992) . 01.lr .l:-és~it~ ~~in~ fi'd~th~g. :ari~lysis ha ve 

shown that PCNA. is' e~press~c:l ·~ain'iy p~OiÚef~t:.i.;ng Ú~sues, 
but we found no difference ·in the :1eve1s' ··and; pattern ·· of 
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expression between ZmPCNAl and ZmPCNA2. Since the aminoacid 
sequence of ZmPCNAl and ZmPCNA2 is almost identical, the 
function and physiological significance of the e:xpression of 
the two PCNA proteins in maize is still unknown. It .·remains 

to be determined _if the different PCNA .forins wóuld have 

Earlier' work carri~d out. by Vazquez-Ramos and · colleagues 
established ;:that during early gerinin~tion . there is no 

evidence of < DNA'. r~p\i~~l:io~ and .that DNA' s·y!lth:~sis ' takirig 
place at this >time is both of repafr and o~g~ri~il~r/ ria't\.ire 

[Zarain, 1987; . Bai;z~\,' h_ 1_ 9asf9t- e.·r. :zi/mbAti.ªb.ni.ºt···'7i,~o/n·.·. __ ·· ... 19~7ff. •- · < DNA 
replica tion :,~t~rts by \•fs• '· BénzYládenine 
stimulates ;.DNA ,,·. ínetal:>o'J.'is~ ..•. by,< incr~a~irig g_:n~cleá;:~ DNA. 
polymerase · ~~ú~i ty ;; ¡váiq~~z-:_F.~~;s ; e~ .-)~_{~X .1990 i • · 'and :, by 

::::~::!:!n_.t~;e)r!~~~-~=~··.~h-~~~-1 f-:-•ª1t~Me;:;;:;s~~~~F:~:-;·~~z:i:: 
the expression .. ~f ' t:li~r P~NA. · g~nes .i~ th~~~f~fe'. \very 

h
in

0
uterrs e

0
s tfing_ger: ·m'.-i.:nta· .~t·,el._r0• e.·n- •..• ·.·•.w~eh•ee_mr.se····-·-· 

0
:t_:NºA'.·b··-···r. ~e····pnaoi·~ -r~e_ •. · m:fi~g·~-h··~tt··-··-· ·• d.uan'g'\the ,. earthley 

¡:>~~á;!iii11a1:e: -

message, vir.tually ~~b~~·~t i;;·_dry ~~eds
0

n·o·:fto.~l·b .• _d_·1·"····_•_.Y_,.-.. b····.-Yil.·.·-.•. c_:, ___ clu
5
_.·m '_}1h).'.atC_sT_h_'.-bi· Ys 

1 o hours of ger;nin~ t.i'on ?ecr~~s'.i.ríg' 6:-B _ 

behaviour occurs, regardless º~-- theCpr'esericé_~i'BA'. WH~~~v~r,· 
by 24 h gerrnination,::'eil'lbryo: axes 1Il1bibec:C iJ'i tlif·!Jre,s~nc'e : of 
the phyto_ho;;one' acc~~l~te'-17( fóict ~c:ire 'P~NA-~ ~~s~~ge thari 

that pres~nt'.in tho'sei ~~es'whf211 r~C:~i,;~c:Í ·11(, ai:."'hhis ~est1it: 

is indicati~a"n•e;dC_0 .. :
2 
.. f

4 
... ·•.;._·,-.ªh_n····-•-~.·--_'i·;-n·~-·-·-~···.ta._xive,~es·.•.•-.• __ .--.-i•.n_mb•-~~i'b·~_eide.~ .. •.fwji·'~t•~ªh} .. _ •. :_i_·B()A·~-.-~_._:.'.-.• __ · .. t~ki·ric/ place 

between 15 - ·?¡{~~~'V~ri --n 
remains to •be. cte!ternünéd . if '.·there · i~ .~;'('c:iiI'~~t/'~6Q'.r~1~ti.on 
between accurinilátion /()! t_he,_message. •arici;~j:he ,·pr~seÍi.~e···- o:É the 
PCNA protein. Recerít 'r~~ui.ts ·u~i~g~a~<;h~t~r¿,idgci{i~ ~rit:ibC>dy 
indicate thai: puta ti ve· PCNA proteiri is 'presenl::;iri c·ctry maize 

seeds and i:t. !=!=ªches á p~ak a t . 24. 11:~of ~erlllin~tion 
[Georgieva et al., 1994]. Of · 'iriter~st wou'.ld be to 

demonstrate the fluctuatiori of the maize PCNA protein using 
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an hornologous antibody and determine if its levels are 

rnodified by BA. 

In human cells in cul.ture; PCNA expression is dependent 

on the previqus · :exp:iessi~n of growth · .. fácfor-il1ducible 

gene(sJ. It ·r;;;n?t'known h·¿~ cytoÚrlins induce ·p1ant ceús 

to prolife~~t~. , HÓweveri it>is interest.irig that this growth 

factor-like .fro~ pla~ts ·~ari •trigg'er; di;ecÚy ~r/indi~~;ctly, 
PCNA expre~~:ioi'i, ·--~~g~e'stfng : .. that·····sirnira.r•m~~ha.I1i~rn~ · :for 

induction of pr~life~ai:ihg. geile~ rnay eXist>in ·'eukáryotes ... 
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FIGURE LEGENDS. 

Figure 1.- Nucleotide and deduced aminoacid sequence of maize 
ZmPCNA2. Aminoacid changes in. the sequence of ZmPCNA2 are 
shown. 

Figure 2. Iderit:i.ficafi6n , familiés. 
A Southern • bl6t> b6htk'iJ1i.ng : lS • m~, · of <.ni~iz·~ ' genoniic. DNA 
digested w'ith Ed~RÍ >(lane .'1), ::ki.n:c:!IIi -(Iah~~ ;2¡: arict' BamHI 

: ~:~·c5 o~m:p~l~ede1t···e;.:_·-.• z:.m.~~-·P~_0cP.tNr_;Aºbl:_,0.: .. ·•-~ªien•_•.·dz~.:.;z~m~.-P~cA.•N·.·~A:12!•fc~_ªl;o3,;n'~e~r .• s:.1~1~;1;i~c~iJ~;~~=! 
the . - .•. -·. . . _ . _. _ . _ . . 'I'he ~~ii:iws ;{~cii'C:ate 
the bands that /appearect',wi-í~r'i>t1le'fÜter'·was;'P'iob~ct ;J¡{t:l1 :the 
5' translated. b1lt. ~~~~-t):~ns_crib~d .regionstoL zriiPCNAÍ.

0 

~rid 
ZmPCNA2. 

Figure 3. ;cha!lges-:iin PC~A transcript ab~ri~ance' fn cti~ferent 
.:~r -,:-·-;.-

maize tissues ., , . ,;·'-' ___ 
Northern blots ' ~Óritaining 15 - ll\g :of total RNA ·'froni the 
fo llowing mai ze orgari~ :, lane el: 2 ; 5 mm ;~fd~'.t~< 'la~e 2: 5 

mm spiklets;; i~rie 3:''7-mm ~pikl~t~/.1arie 4:)1o'min ~pfkl~ts; 
lane s: pallen;' 'ial1e 6: 9-~in{in',fted ; poúeri; Í~ne 7: ' root; 
lane 8: shoot; _l,~n~• •;-9:~· le~Í'; : /la~~: io:ig'6l:i~/ lane 11: 

embryo. Thé : figure.: iri .• -(A) ' ~h6~s ' -h~ .. 'e_t~i1~iiiffi ';~romide 
staining of ·-th~,:gei( The Northerh J:i16t 1 \~ -(Bl;· wa~ -probed 

;~:h N:r:~:~~~ti,:~~~~i{~rt4~'.}~;~Ntf~~t!'!~fd~~2w:5t~qu:::~;;; ... 
transcribed but • rian~tr'a~slated regloris. of , l?éNAÍ ·~md .. PCNA2 
respectively. 

Figure 4. Re la ti ve ·. 'amciunts ~rbit.~a~y .- units) of PCNA 
transcripts in different inai'~~ 1:.issu~s: 
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Figure 5. Expression of PCNA during maize germination in the 

presence of Benzyladenine. 

The ethidium bromide staining of the gel is shown in fig · (A) . 

Fig. (B) shows .the Nbrth.ern blot cont~ining 15mg of .total RNA 

from maize .·embryo11\c axes g~rmin~tect ;i th. J'+i;iAl< 'orwítho~t c­
BAl benzyladenine ,for t:he following lengths cif .. :time :'·• iarie 1: 

~: h~~r:~ur~~7~~:): ;·~ 17::ss:(~i~:.h;t::e·(~~~~;·?ºi:t:(:~t{·~ ,h~d~: 
(-BA); lane 7: 1és.h6hrs (+13A);-. Íah~;s': ~24 (:BA)'; 

lane g: 24 hours i~~Ál : tr~· ~ortherri 
mixture of zml'ckA1i~~d ZmPCNA2, " · · 

... 
.• 

Figure 6. Relative, ainotÍnt~ (in arbitrary , of PCNA 

transcripts , in maize, ernbryonic axes treated>w:i.th (+BA)- or 

without Benzyladenine; (~BA) .' 
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cccctcccaaagctcgccccgctcccagctagggtttcctcttcccatccacagccgccg 60 

agcgccgccgacgaggacagcgccgccacgatgttggagttgcgtctggtgcaggggagc 
M L E: L R L V Q G s 

120 
ZmPCNA2 

, ZmPCNAl 

ctcctcaagaaggt et tggaggcga tccgcgagétggt~aCggacgccaa et tcgáctgc 18 o 
L L K K .V· L·'E:"A r R E ·L .V<T. o·:A.·N· F -o·, e ZmPCNA2 

· · ·· : N , · • · -,.;, . -,~· ; · ZrnPCNAi' 

tccgggacé:gggttci:cgctgcaggccatggaCtcgagccac;gtcgcgctcgt~gé:gé:tg'. 240. 
s G T G." p·-:s:·.L_:_-Q •A··'M -,o'·s -:.s':CH' V 'A<'L'<v-···.:A>'L. ·- ZmPCNA2 

:.. .;. ;_-:,. : •.• • .• '-/ •. '·'- -··; . :--.• .-':;.''. ·:-:.·.: ·. ,ZmPCNAl 
','; :· ,. "/: .-· .. ·, ~' _. .-... 

ctccttcgcgcCgagggcttcgagCactaccgctgcgá'é:égCaacé:tctcCátgggcatg• 3.o.o , 
L L R A '.E•G.:-F . .'-'E H ·:Y·R· .. ~·.o<R'N'h s<M•G'M-.. ZmPCNA2 

·,. _, •. -,,.;·. .•' ., :!;•: ;; ;· :-:-::';,; :;: ~ ;•. ZmPCNAl 
_,,-.,\.<; -~T;·- (~:-::> ·-~---- ::: <.:. 

aacctcaacaacatggcé:aágatgé:tccgctgcgécggca~C:gagd~~~tcatcaé:catc .. ; 360 
N L N N M A. KM-;L','R'-c-·A·•G''N':<E':··o<.'1·1-\T:1" ZinPCNA2 

;. ·'' .. - -. . .. ; :o.·.-;·: .... ··'zmPCNAl 
~~{.~·.,_:~--- '··- .,·-,_- ,,·: ': ,, :.: ... ,<_-, ·-''-;-·.-

aaggccgacgacggctccg~cacé:gtcaéttté:atgttcgagtcgCccaágcaagátaag :-420 
K A D D, G · S o:: .T::. V•.' T .•. F_., l••' F. ~.' S<Pi- K<.',Q D ::.K- '.ZmPCNA2 

_ · ;· - , :· . <' M :• .· ·;.e,; · •. : •;:·}. · ·•,:.ZmPCNAl -
··~- ~ ,--~-': }~~::· ;:·~~- .' -"- -- ':'~--·,: 

a tcgcgga tttcgagatgaaaci:gatggiicattga tagcgagcacé:tcggaatcccg'ga_t '. 4 so,- . -
I AD F E:•M''K\•LT'M•'·o::1~~o~:s_>E"''H"' G':1-·p:•o- ZmE•ci-i.Á2 

,- __ :·;-~,.-;_;;_·>;;'.';•·•·._ >; -"~'.' ,:,;,.,'•·;•···-·· ZmPCNAl 

tccgagtaccaggc6a té~t-~cg~a tgc~ttctgctgágÚ ta tg'agga tctg~aaag~ t · . • 54 o 
s ¡;; y Q A ·~l:·,_v;' .. R·,··-M .• •'p• .. s:· Á-E·· F-'M' .. " R::• l~~c>K~-.D+·•ZmPCNA2 

_ ... .. . .---~;.• ··• ... ·.·._. ... : • i~-s :·-. ·.· '·., ·-. , ... ·,'·.• - ;·• ' ;<. _•.·zmPCNAl 
':·;..<:.~-':_·' .-,;:o,---= , ·,,'.,:· 

cttagcagca tcggagaCaca .. gtcgú:a tctcggtgactaaggagggcgtga agtt étcc • 600 
L s s l G'D''T::.::v•v .• :1·•·s:v:.T:·K;'E,',:G\-v:•: .. K:F,.'S'' ZmPCNA2 

·-···· ... - • .. . ·." ·• .. 1 • _ .. - ...... _ ..... • ;: .... , ... _.:.... ZmPCNAl 

a ca tctggagaaa ttgggagtgcaaacattgtctgcággcag'aa cc;aaactattga caag · .. 
T s GE I G .. s· .. A··:;N·.I-V'•'C)R .. Q .. -N'.Q':.C:T:',I:~ .. o·;..c·K-''ZmPCNA2 

•... •, - • _ ... :·.·,_. ·•' ::,;,:'' ZmPCNAl 

ccagaagaggctacca ttatagagatgcaggagC:cgg'tttcccÍ:ga~ctttgC:cictgcgg,, 7 20 ..... 
P E E A T •I. I-·E: ;M-:Q .. ·E P •,V. :s L ST .. ,F :A'iL ·R•·iZmPCNA2· 

'•,· •· - : •.. ·' ' . '.:.;.• '. .. • ...';: ,·: . ZmPCNAl 
.. ¡· 

tacatgaactcctttaccaaggcgtcttC:aC:tgtctgagC:aagtc<lctaÍ:cagé;;C:i:c]i:C:g-· 780. __ ........ _ ._-

Y M N S F . K •·.;·~·-· ;: +é~~· ~~_;_.~ ~,Q ;;-~ -~ h•~-.. ~~;~~ e~-~:~~~~ . 
_ .. ,. . '·.;'/'; ·.~··: ' - -:- ' - ., 

tccgagcttccagtggtggtcgagtacaagatcgctgága'tgggt ta c:ia ttaga ttt t".ac ........ e~~:· .. 
s EL p V .. -V·V>E·Y·K·;r.·s:E.M· .. -G I"R:·p .. ;y::•'zmPCNA2 

• ... A :;•::: . ' ;;o•'':· .ZmP(:NAl 

ctggcccccaaga tcgacg~tg:~~g~ggi~~ ~~~~~cC:C:t~~ tggcctg·~~a~ga~~ ta'1 ·· 9 00 
L A p. K l •. o· D. o:-E E .. ';M' K-·p' . . '. . - -'ZmPCNA2 

· .• E: ·,; ·.. . .. . • ZmPCNAl 

tgctcgtgttgcctgC:tdttC:ct~ccagC:C:gttgtttgC:tt~gctactctttgca~gCga .... 960 

aggga tgtga tgtgta tctcttaggctagactgcttca cgtagt ú tctgtgactgct te 102 O 

atgaatccatggattactgattt 
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CAPITULO IV 

4.1 DISCUSION 

El interés de nuestro laboratorio desde hace ya varios años ha sido el estudio del 

metabolismo del DNA durante la germinación de ejes embrionarios de maíz y el efecto que 

tiene la citocinina sintétl~a benciladenina (BA) sobre este proceso: El trabajo 'reÍlÍizado se 

encaminó a tratar de entender el mecanismo molecular por medio del c~'aí la lJen~Íladenina 
'\ ' •,,, , .. _ • .. ,_ •" ·-o_-_- ... ·-'·,•·' , ... --

adelanta algunos evént?s durante la germinación de ejes embrionarios de maíz. cóilbase eri 
los datos obtenido~ a~'iériormente en nuestro laboratorio' (C,ap\:1.1); ; pr~p'~sÍmos ;qu~ 
benciladenina pocl;ía régUlar la expresión génica d.urante ia gel'ITiinación el~ ~je~·~riit>i-¡onarios 
de maíz. Nuestrotrábaj6' ~e enfocó en tratar de identificar algtnó~ de ~stÓs ge~~t ¿~·in~lioclo 
para esto dos estfategi'~sdiférentes. 

' - >• ·-- • • ...,:.-~ -· - _- - • 

Como· ·p~imer~ :·est~ategia, dééidirrios utÍli~~~ . la :.·.ii~~C>do1~ia· -de'·'·ll;~~d~Ción 
sustractiva, que nos pe~miÍirl~ ide11tificar se.cuencia~.de ~As que;estÚ~ieran p~esentes ell 

~;,~:~:::~: ~:~i~~tt~f 8ffi2Jf t2::~~¡~~r~\~f ~~:~:f ffi~~:c~::· 
biblioteca se hibridizó:con ··~"ª'sonda' SUStfaídit,y.sei'aislarons4'posiblcis ·clonas. de m~A 

~~¡;¿~~~:~~~tll~~J~ll~l~~ll~;lil~~;~·· 
aisladas como "difer~nclal~s'; fuerÓn an~factó~ ekperi~~ri!al~ .• : ... ~ ~ - - ~- . 

-:.;:_-.:,:--.-=_;:_~---'-~~ ,-.;.. 
-·"o_----oi:·-- f-o-~- -

' . -~ -

El resultado ant~;.ió(fu~ sorpr~nd.e~ié,ya q&et~~ri~'arrié~t~la ~~t~dología'utili~~da · 

~::::~::":~,:" i~1;;:;~~~~~,fü~r;,~1~:;;;,r:~~d~1~sr~:~~~v::.~:j;::.: 
ser las siguientes: ;, ·" '., , . ;,:,; ;y:• .. 

1. Que los ~As'~logadosfu~r~·muy~burid'ant~sdcira'rit~ la:~errllina~ión. 
• • • • ' - J t '.. . . - ,, .- - '. - ' - - ,• . ·". . - '· - . . . - " ' ·. - . ' . . - . . . 

Dado que durante la préparációri de lá scindá por hibddacióri susfractiva la 

sustracción no se lle~a ~ cábo con u~a eflcié~ci~ de'1 Íooo/.; es pó~ibl~ que.en-la sonda 
• , - . -~-- - - ¡-- e -· - •: -- .- . ' ' 
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queden presentes cDNAs de mRNAs muy abundantes. Durante la hibridización de la 
biblioteca de cDNA, estas secuencias podrían haber hibridizado dando señales positivas 

falsas. 

2. Que el RNA m~~sajeroclelas secuendas reguladas por benc\ládenina fuera muy 
poco abundante. · · _:-_<, _ . _ , ·'" :'': ' --.;•_ 

Como se_· señaló en ef,capítulo 2:3/'las;cló11as:-s~lecdonadás ell'fa-._hibridación 

sustractiva de fa· bibliote¿a 'd~ c?~~ fy_er6~ a~h~/J~~.'ci~~;~i~f ~i-las,.~e~~~e~,ra~iac~i.vas_ más 
intensas. Asumiendo que las é:aüsas:contempladas:e? ellp~nto :Lfu~ra~ correctas, las 

~:~:::;;~ ~:::: ~::~::dd~~i~,t~f }1if f i~~i~?~Jif11~~~~~;' e~" '' 
-"- .. .,-, ... 

3. Existe también,1 1~ posibilidad\deX<Ju<er''.efect6Ae- bell-cilade~ina duran.te rá 

!i::~~i~:i:sd;oe!~:r:;J:{ji~tt~fle~~6~~~ri~s1~Jii:n~deel~fi~fl1g,l1'ª~ión)e:r.~··-tr,a~scdpbión, 
.- -- :_ ·,:;·: ,::_;_~"- >::: ,- ·, ,, ; _::-~-~---~::.-~ o-~_;~:~- -:::--' ~· --, .. ~-~.:- ---=ó··.-~:J_-

4. Otra .po~ibilldad q'~~ ~e- co~te;npla es que el'(o'·iuno de'. lo's{'.ef~c'tos de 

benciladenina si se,a á-ni\,er éde regul~ciÓn-~e · i~ tral1s~f'.ipé:iÓn/pe~o que; este efecto Ím sea 

~:::~:a:e;::t:::~S u~i~~~t:~:~ij~:~b~;1~riJ~e~i;]~~f itt~~~~¡::~-~:c~:~:::5;~:-·~~:;t;:-
interés. 

;-··- "- _,._ . . 

5. Cabe ta~bié"n I~· p~~i:bllld~d ;de -que ei ef~cto de bericiladenina . sobre la 

transcripción no p~~cluzgi; uria i~spiiest~ ~~ri radicaÍ co~°, de "todo" -y ''nada". - ~odría 

:~~;i~~d ~uee_t;:~:~f :[~~~ii~~~~i~\;;ªf ;1¡~;t~d~i!(:t~fü~te~~~~~f e-:a~~t~6f~~tg:: .·· 
utilizada tampoco nos perini_tiría idehti~car 'estas secuencias llmoduladas'', •puesto•· que la· 
sustracción de la -sonda _ se.-r~~·lizlt;c6·ri . ~-;; · ekce~o. cÍe _ mRNA- corit~6Ü qu~ s~c~~strari~ p~r · -
completo a ilquell~~ ;ri-en;~je~os c~ya concentración varia~a -de n1anera -sutil entre ambas 
poblaciones. 
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La segunda estrategia utilizada para cumplir con los objetivos planteados fue la de 
identificar una función específica que. pudiera ser. blanco del efecto producido por el 
fitorregulador y que pudiera estar involuc.rad~ eri la\espuesta al mismo. 

Como se. mehc.ionó ariterior111eht.e,.s:e. ha rep~r!ado qu~.berici,ladenina··estimula· la 
síntesis de DNA tant~.rep~rati~á.(Úraíri et ~t.3i9sz) c6~8 r~plic~ti~ÚReyes et al., 1991 ), 
así como la activldad';d~i.la'IJN+'poÚ.;;era;a·(vázqu~z~ll~n;os ~1:~1.;19~0)' durante la. 
germinación de ejes émb~i~~~~¡¿~. ¿~·'rriaiz'.:: LÜs ·~f~c~~s\~bs·~A,~dds's~~ d~pencli~~tes de · 

transcripción y/o traduc~ión\;}on .bás~<e~ estos datos; ·se. planteó la posihilidad de. que 
benciladenina pudiera ~!sta; ~~tu~~do:y~ fue;~ ~~br~ ia:DNÁ ¡Í~lim~ra~a o· si~bre ·~lg~no de 

los factores que estim~lan~u'~~ti~icl~d; .. :,·."-/.'·' : .. •. -: .. · 
. : ~: ,: ·,::•::: ... ::-

El antígeno nu1le~~d~'¡)rdlif~r~ciÓn 'éelúi~r (PCNA), es un factóra~'dli~ÍcÍe la DNA 
··.' - ' ''· - -.. -..... ~ - . -. . '·• - - . . - . ' - . ' - . . .. .. . ·-· . .. . •,. . . .. 

polimerasa 6 cuya o función' és'. aumentar .tanto la actiyidad. como~ ia;procesiviciacl •. 'de .. esta 

~:~~::~:s:u~u¡:~t~·1;~~~i·c!f j~'.11~J~1~;i~~r~:~~~~e~tt~~iica~t:fr~:~CT~n:~~:···• 
reparación del DNA (Shivji et;aL' 1992). \Tcílllan'do .·.~n éúenta la e'stre¿ha rel~C:ió~. que tiene 
PCNA con el metaboli~ITIÓ~del DNA;'~e decidió ~~t~dia/~sta p~Óteiria•~'n iriaí~ ~ i~ve~tig~r si 
la respuesta dé ~j~s ,:~rii~~i~~~rig~ ,~· b~ncil;aenil1ti''estÍI t"r~1ai:i6ñii'.d~ 'cii~ ~·airÍbios. en la 
transcripción de el(~ '1~s{~:eri~(s)qu~ la ~odlflc~(~). · · ···· '·' · .· .· 

". •,' . ~ ;, , 

La segunda.estÍ~tegia de este tra~aJos~ enc~minó'inicialm~nte haci~.l~clonaci.Ón del 

3' no traducida de 'illll1'cNAl e~ 105 ( 45%}Üucl~Ótidos n:iás 'C:~rta 4u{1a d~ iicl>c'NA'.1 ,, El' 
• • "\ '. :-·> . ::; ~ ,: ·., :;-·· -.,; ·.\ ''.·,: -~· ·1-1: I: .;,_· ~- ,-: ';\'.<: -... : : ·····>· - t:> -: . -: ,· '.'_:: :-_~><-·:f·~·_:, ...... ·:;:.~: ~-,··y_~:· :,~~'1:-L'.'.. /~' <:· '.'•; .: . 

significado fis1ol.og1co de/esta ,d1feren.c1a .no,se.,co~oce. La s.ecuenc1.a,.:deduc1.da de•.· 

:::~::~:::: :~·~::r:~q~t~·~~'.i~~dl~l~~iJiI~deJ}1~ri~~t~áct.1~f Jií~~f~~~~if~~~f~~'.e· 
El análisis génómié:() por hi,brid~ción tipo,So~thern, sugiere que en ~ai~'.Ja familia de 

PCNA esta compuest~ por los dos miembros ~qui' de~~ritos.~ N~ se ~x~Íuye I~ po~lbilidad de 
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que existan otros miembros de esta familia, pero de ser así tendrían un grado menor de 

similitud. 

El análisispo~ ensayos. tipo• ~?rthe111de. la,,expresió~. de PCNA en diferentes tejidos 
de maíz, mo.stró que .PCNA se;e~pres~: prinC:ipalrlÍe~té ;~n tejidcis i~n :·~~~IÍferación. No 

encontramos dlferen~las•.'~n :~i'ni~el y p¡tróri cle·e~'pr¿~ióh ent~e.ZiTIPCNAl'y ZiTIPCNA2. 

Cabe mencio~ar que i'os ~~P~~i~e¡;;~s s~'.:re~liz~~6n' cor! RNA extraído de diferent~s órganos 
o tejidos de la 'iifa~t~:;~éib ~{n;¡te~i~I ¡¡;aíii~CÍJ e~tá. cÓrnpúesto de diferentes poblaciones 

-.~-. :·>.:~< .:,.> •. ' '!··-~ ... :·~:?<'1<~,·,/·,.'·1'f:/.~·._-:·c.:c;:,:·· .-... :-··'.·:;: : . . · 
celulares. Poi lo tan\f•" lametOdología'utifizada'no nos permite descartar la posibilidad de 
que sí exista 'ün~· e~presi-ón"Cciire~~~~i~;, de los dos genes en diferentes tipos celulares 

constitutivos cl~ u~ ór~iu'í~ .b~t~jl_dÓ:: El patrón de expresión de estos genes a un nivel mas 

fino podría deterrninárse illediant~ ensayos de hibridación in SÍ/U. Por otra parte, si bi,en .· 

sabemos que la abúnd~ncl~ d~,a~·bos rn~nsajes es la misma, no sabemos si la abundancia de 

fas dos proteínas e!i l~'~isriia, piÍ~sn~ con.ocemos la eficiencia de traducción de cada uno de 

los mensajes. 

No sabemos tarÍlpClco el. significado fisiológico o lá fünciÓn de dos proieíiias tan 

similares de PCNA. en .mal~; y'qu~' posee'n. el mi sino 'p~tróri'de expre~ión ..• P~dría dllrse el e 

caso que ambas pr~foííi~s ~uvie~~ fürif io~es iclén'tica{ eri ·;1 ~~°:~eso de repHcaclóndel DN A, . 

o bien, que sus funciCln~s;füeranHge~alTI~nte.diferentes. Éh·~él~las de riia~íferÓs;seha 
descrito que el· daño al DNA p~()~6.~a:un:i~cf6m~rltó;en Íos ~lv~les'cle l~proteína;sÍÍpresorn 
p53 , y esto induce la sí~te~is dep2I (ün, inhibidor'de'cin~~as.clepencli~nt~7s ele ~iclinas, CDK) 

(El-Deiry et a1,;·199J;,'Gu ét~/.,. l99J;:O~!ie'jt~l., f,9·94f •:r\~él~las 11orm~le~/ p2Ifórrna 

:::~:~;:~~¡:¡~~~~r¡~¡;i~~~l{t~~~Jf:~:~~~\~iflf ~t~~~~ . 
embargo, p21, .·es .• inc~pai;_deinhibirhi'.)íntesis,deéDNA''de:tipo .reparativo'dependiente· d.e 

~~º~~~~;>:te ~~Ji4¡fº~:fjªJFn°J~;J~lfr.)i~J~:[r~~¡¡~J.s:~r~i;ª.·~er~f~ls··yire~~nte~ 
,, ''. '.-, - ·;_ :-·:::~J:-':' ::::.::-·-í ;:_ .-·.- . . . ";'J_ 

:.7:::~E~~f'm~t~~~~J{i~i~~j~it;~~~~~4~~~f ~l~~;¡; 
encontró un patrón de expresióncíclico: la expresión.de ~C]'JA~d.ur,í1nt~'las:primerás.horas 
de germinación (en donde~r~domi~ala~Í~i~si~\íeii~Ó'reba~ativb)~~ieb{no·~~'rseÚectada · 
por la presencia de BA; .. práé:ticament~.no exi~te•Í11érisájeeri1~·~eÍTÍilla

0

sec~. peró'éste se 
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acumula gradualmente hasta alcanzar un pico a las 1 O horas de germinación y disminuye 

nuevamente hacia las 1 5 horas. Este comportamiento es similaren semillas tratadas y no 

tratadas con BA. Sin embargo, hacia las 24 h de· germinación,· los ejes embrionaÍ'iÓs que 

fueron embebidos en presencia . de BA acumulan t 7 veces lllás mllNA de -PCNA que .. :·· ·-
aquellos que no recibieron el fitorregulador. .., --· 

Resultados anteriores de nuestro grupo y de otio;,'- h~n }¿r~itido eJtablecer que 

durante las primeras horas de germinación no hay evidend~''de y~a"'~intesis:d~ DNA de tipo 

replicativo; la síntesis que tiene lugar en esta etapai~ici~l e~·<l~"ti~6 r~pai~ti~o Y'~rganelar 
(Zaraín et al., 1987; Ba'íza et al., 1989; Zlatariová"'~lai~()'9's1j y~~ ~; sÍ~o -h~sta de~pués 
de las 15 horas de imbibición que comienza lareplifáhiórldeihN-A:/ .. -,- . • 

-.~ ... :·t: ~:-:\.·:~--~'_';'_~~.' ; .. 

Los datosobtenid~sen esté trabaj°. sugier~n ~ue',I~bendladenina no, tie~e un efecto 

especifico en la_expresión inici~I dePC~Aduranteia'~ta;a Ú sí~Íe~is ~ep~rativa,ya que la 

abundancia det n~énsajede ésta proteínaes1a misn1aén eje·s;c~ni~º' Yeri éje"{gérminados en 

presencia de -B.('' Sin ~~1bargo, -nues~r.C>s "<l~~?S fJgi'eie~-q~~: BA adeI~nt~; la >expresión de 

PCNA necesario par~ I~ pri!1ler~ sí~t~sis r~pÍicati~a que se né~a"a c~lío d~spLés de 15 horas 
" ' - ·.;'_' ,· - - . ~' ~· '" . - - , - - - . .. '" ·-_. . . . ' - .. ,. ..· _.,,,_ ~ ' ' ·' .· - --··. -

de germinación. __ Nci'podemosdeéir-si él'ef~cto'dé BAesdirectc, sobl'e la'éstilllulación de la 

::~~:~p:~~"~:.;&:t·~~~r:2r1~;;~;;;~~t:;~,t11~f ~~~0~:~~J¡fü~":::,:: 
determinar si existe una corréíación dire~tá~~n,tre l~'a~U!JlUla~iÓn'del mé~~aj'~' dé PCNA y la 
presencia de la p?bieína. •' '• ,,,_ - · · ;; · - -,- - ·. · · '-P: ', · -- ·-. -·--- ,<·_-.-e,>; :)LY ··--:,. 

Georgieva' y cols .. •.( I 99J;:~Jtm~a~d~;:a~ficll_erp~s_-'~~nt~a-PCNA-,de_ c~Iulá;• hum~as, 
encontraron qui! ~na,~ro:~~ín~_s~~ei~~t~'.~ PSN*s~;eü,~~~ri,~r~~rcis~~i~,~~ li{se~ÍÚa~e¿a d_e 
maíz, y su cantidád aUrn~Üía';cie"~a~~~~·gr~dÚ~l "dJra~t~ la~ '¡)'íí;neras'horá~ de 'germi~ación, 

,:, ··;.:- ·: ~;)/" )',' :,::~-, ·,·;,.;,.- ~~ {' ", :·::';,,,;;:. i(:··.:_:-.:-··: .. ,:.-.·-;!~ ·--}-! . .- >-;'.·,. ·; •• -)L· .<:)_·_ j,·:e,: . . \:·,:·e 1 ·' , -

encontrando un_mrucJmoa la.s24 horas. Despuesde,este uem¡:i9;'la.ca11t1dad:de,protema cae 
abruptamente para ;eap;r~-C";;Fá'hii,72Ji''d~ "g~~~¡-~~~iÓ1~7Ést~~ d~id~jfu,'e~~n- ~btenidos 
utilizando condiciones difei-entesa las lluestl'as en'cuantoatip'b d,e sernilla~;c'ondiciones de 

almacenaje y temperatu~~ .d~. i~~uba~ión, •lo que·-·- podría es~a~:'.áfe~t~~do'eL tiempo de 
germinación de las mismás:

0 

-. d~r~~enie,'• es .-necesa~ib e~tu,dia~_ Ja'ápa~é:iÓn ';antó de la 

proteína como del rnensáje ,dé PCNA\ e~ exper,im~nt()S- siiiíultanéCJs __ ._y_ en condiciones 

idénticas para poder est~blecer lá.réÍaclón ~ntre I~ tran~c;ipeión:dei'~A·de PCNA yla­

presencia de esta prcit~ína,. y la p~sibl~ influen~ia q~e BA tuvier~ en sü e~presión. Los 

resultados serían más consistentes si el anticuerpo utilizado fu~ra homólogo, -
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No se conoce el mecanismo por el cual las citocininas inducen en las plantas la 

proliferación celular. Se ha encontrado que en células humanas la expresión de PCNA está 

bajo la influencia de factores de crecimiento y que requiere de la expresión de otros genes 

inducidos por estos factores (Jaskulski et al., 1988). Teniendo en mente que los factores de 

crecimiento de plantas y animales son diferentes, el haber encontrado que BA estimula de 

manera directa o indirecta la expresión de PCNA sugiere que pueden existir mecanismos 

similares de respuesta a factores de crecimiento en plantas y animales. 
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4.2 CONCLUSIONES 

1. No se logró el aislamiento de clonas de. cDNA ·de genes• cuya expresión fuera 

regulada directamente por benciladenina a las.5 horas de gefmina6lón de ejes embrionarios 

de maíz. 

2. Se clonaron y secuencia~on '.2 ~iemb~~s',d,e,laf~n~Hi~~del 'aÜtígcino nuclear de 
proliferación celular (PCNA) de ~aí~,·d;~o~i~;;'dÓ~ zrrJcNAI '§ zfuP2NÁi .· 

:~·':.:_'_ ,,-, - :i' .:- .',.',; ' :<!: _.'.'.~'; --~ ··/~~~-- ~: -~ 

3. El análisis tipo• Southern.·ITJost.ró··~&: :ri·~~íz: ÍafaJTiiliade ;C~A .. está compuesta 

~~;:~' .::·,:.~ ~;!~f :f k~~;¡~~l~j~~;~?~l!~~~~¡ii~t~::; ~' ~ra 
4. AnálisisjipÓ NO'rthern.:~Ó~t;~ron'. que )el\inRNA .. d~':fPcNÁ se ~xpresa 

preferencial mente ~~ i~ji~~s~~~~roÚf~raci~?·:·. · •. · · ····· · · ... ··._·.···.···· ~;~ ~--: : · 

s. Análisi~tip6 ijo~hern 'de'ejes·'ei11b~io~;rios,d~·1Tillízimblbidos·cori;Y ·sin BA 

:::;:~:~'.:~E:~iVJ~~;r~~~~~j&f tf !~i~:;~~~Wt1;~¡j:I l~· 
embrionarios imbibidoscon benci.ladeniÍia se incre~enta 17 veces córñparada coh I~ cantidad 

de mensaje prese~te~~n los eje~ ~m6~.oii~ii~~ J6nirb1:}· ;~., • . . 
: - ·_: ~- < .: ~?<- ·:-'---

;. :•, 

PCNA 

7. De manera general; no se enc~iílró dife;en~ia éritre el patrón de expresión de 

ZmPCNAI y el de ZmPCNA2. 
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