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RESUMEN

Las citocininas ; son un. grupo. “de - fitorreguladores -(hormonas vegetales) que
promueven la dwxsmn celula Hasta la fecha s; desconoce el mecanismo de accidn de estas
hormonas. Este trabajo se ha: encammédo a ldéntlf icar genes cuya expresion esté regulada
por una cltocmma (benciladenin BA) d'urante la geﬁmnacnon de ejes embrionarios de maiz.
Se sxguneron ‘dos estrategias:: La: hlbndacton} éustractlva por una parte, y por la otra
la clonacioén de un gene’involucrado en ¢lAmetabol|'s,‘mo_del DNA vy el analisis del efecto de

BA sobre su expresio

que los embrio’n‘e'sk € _trol Es os datos sug,leren que BA estlm

acumulacion del transcnto de PCNA




ABSTRACT

Cytokmms are a group of phytorregulators (plant hormones) that promote cell
ne Our aim in this
'denlne, BA)

dwnsuon It is not known ye the m

: segond, -the

experiments. ©
germinated wi

showed 17 times'r
the transcription: and/o -ac
germination.



CAPITULO L.

INTRODUCCION.
1.1 Las plantas productoras de semillas: Angiospermas y Gimnospermas.

Una de las innovaciones mas dramaticas que surgieron durante la evolucion de las
plantas vasculares fue la semilla, ya que permitio la dominancia de las plantas que producian
semillas en la flora de nuestros dias, una dominancia que ha sido cada vez mayor en un
periodo de varios millones de afios. Las semillas poseen importantes atributos de
supervivencia como son el desarrollo de un embrion dentro de la semilla antes de
dispersarse, y un almacén de reservas alimenticias que dara al embrion buenas oportunidades
de sobrevivir (Raven et al., 1986)

Las plantas que producen semxllas se di
El sngmf cado literal del nombr gi

den en gimnospermas y angiospermas.
erm 'éks"'semilla desnuda", y agrupa a las

clases son:

Monocatileddneas::
Semillas con un cbfi edbn‘
Hojas con venas P "a as . i
Partes ﬂorales en 3 (© multlplyos) !Partes ﬂorales en 4 65 (o multlplos)

Haces vasculares en arreglo c1hndnco

Haces vasculares dxsperso -



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). E! comienzo de la etapa
reproductiva se da con la formacion de la flor, en donde pueden estar contenidos ambos o
uno solo de los érganos sexuales masculino y femenino. El gametofito se desarrolla en los
Gvulos y anteras de la flor.

Después de la division meidtica que se lleva a cabo en la estructura reproductiva
femenina (6vulos), la megaspora entra a tres ciclos de division mitdtica 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 sera el huevo,
mientras que la binucleada dara origen al endospermo de la semilla, tejido en donde se
encuentran las reservas alimenticias. .

Luego de la meiosis que se lleva a cabo en las. anteras (estructuras masculinas), cada
microspora haploide resultante entra a una ronda de mitosis, produciendo el gametofito

masculino (microgametofito) que posee dos celulas la celula tubular y la célula generativa.

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

dispersado mediante diversos mecamsmos como, ueden ser el viento, los insectos, el agua,

etc. hasta llegar al estigma, que S a- st ictura” ma ,extema del gametofito femenino.
Luego de la pollmzacxon los gr : : : n y.¢l tubo polinico crece en direccion

lula generanva se dwnde por mitosis,

a los ovulos.

Durante es

€arnosos.
Los fruto |




Cublerta seminel

Endospermo amiléceo {opeco)

Grano de
mafz

RAediculs

Pedunculo

Fig. 1.1 Estructura de un grano de maiz.




1.2 Germinacion

Entre los diferentes estados de desarrollo de una planta la germinacién representa un
proceso de diferenciacion en donde el nucleo ‘celular sufre cambios que lo llevan de un
metabolismo muy bajq.‘hasta una actividad completamente restablecida. En embriones
quiescentes, la sintesis de macromoléculas y la divisién nuclear se han detenido, pero estas
actividades se reanudan 'c:ié manera secuencial durante las primeras horas después de iniciarse
la imbibicion (Rejman and Buchowicz, 1971; Dobrzanska ef al., 1973; Deltour and
Jacqmard, 1974)

La germinacion de una semilla se puede ver como la serie de eventos consecutivos
que provocan, en:respuesta a la entrada de agua,’que una semilla seca viable muestre un
incremento en su actlwdad metabdlica general e |mc1e el crecimiento de una plantula a partir
del embrion. Durante la germmacnon se llevan a .cabo numerosos eventos como la
hldratacxon de - protemas' cambxos estructuralesv'kubcelulares respxracxon sintesis de

con una permeablhdad selectlva (Slmon ]984)



b. Respiracion.
La respiracion-en las semlllas maduras Y secas (con un contenido de agua de 10-
15%) es extremadamente baja si‘se compara con semlllas en desarrollo 0 en germinacion.

Durante la lmblblclon la respnracnon e relmcta con un marcado mcremento en el consumo

y:a gunos mRNAs
almacenados son utlhzados para dirigir esta smtesns Pocos minutos, despues'de iniciarse la
hidratacion de la senulla se inicia la sintesis de mRNAs y la‘sintesis de protemas durante la
germinacion dependera cada vez mas de estos nuevos mRNAs (Bewley aﬁd Black 1994),

de proteipas se mlcxa mmutos despues de la hldratacnon de la's

d. Smtesls de DNA y dwxsnon celu ar,
la’expansion ‘d

Como se mencnono ntenormente,; la radicula‘en la semilla ocurre

inicialmente por elongacx celular;’y.su’ protrusion. puede’o"no “estar. acompafiada por un



del DNA asociada a la subsecuente division celular (Bewley and Black,'1994)." Una
representacion grafica del tiempo aproximado en el que se llevan a cabo estos procesos
durante la germinacion de maiz puede verse en la figura 1.2 :

1.3 Hormonas vegetales 6 fitorreguladores.

Para que se lleve a cabo la germinacion, se requnere que la semilla se encuentre en
condiciones favorables tanto externas como internas. Entre las condiciones externas o
ambientales estan el suplemento adecuado de agua, temperatura, gases y luz. (Mayer and
Poljakoff-Mayber, 1989). Los factores internos, que actian no solo en la germinacion sino a
todo lo largo del desarrollo y crecnmlento de la planta son los ﬂtorreguladores u hormonas

vegetales

Los fi torregulador
de la planta y regulan su.comportamlento metabohco durante la germmacnon y desarrollo
Se han ldentlﬁcadokS clases ‘de’ ﬁtorreguladores auxinas; citocininas, glberelmas acndo
abswxco y etlleno En termmos genérales‘ las auxinas. glberelmas se han clamﬁcado como, :

n mensajeros qumICOS que promueven el crecimiento mtegral

et. al., 1986). Se. ha propuesto que laé au‘(mas tienen dds efectos dlferentes en el proceso de
elongacion celular un efecto rapido inicial en el que se mcrementa la plasticidad de la pared
celular y un efecto posgenor en ¢l4qu e modxﬂca la expresmn génica (Reddy et al. 1990),

1.32 Giberelinas.

Las gnberehnas provocan crecimiento en la planta, estimulando tanto-la: elongacxon"
como el crecimiento celular.



SintesisdeDNA . teplicacion
(oragenelary sro cdelDNA Mitosis
rephcahva) e RS .

‘tiempo de imbibicidn

0 :
(horas)
N +BA
incrementa " inici6 d
sintesis ‘ sintesis

replicativa replicativa: -

Fig. 1.2. Tiempo aproxnmado de apancxon de,al “unos eventos celulares relacionados con la

primera division celular durante lag germmacnon de e_;es embnonanos de maiz, y el efecto que
sobre ellos tiene bencnladenma

Adaptado de: Baiza et al. (1989), Zaram el al. (I987) Viazquez Ramos et al, (]990)
y Reyes et al. (1991). :



Las giberelinas también estan asociadas a la movilizacion de las reservas almacenadas
en la semilla. Durante las primeras horas de germinacion de cereales, las giberelinas
contenidas en el embridn y/o escutelo se liberan en el endospermo de donde difunden hacia
la capa de aleurona. En este sitio controlan la produccion y secrecion de enzimas
hidroliticas (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; grupo de ﬁtorreguladores que al ser agregados a plantas,
\ dnwsnon celular (Mlller et al. 1956, Skoog et al.
» 1 e la zeatina, que se aisl6 a partir de
granos de maiz mmaduros (Leth n los afios que siguieron al descubrimiento de
qafégterizadas quimicamente. Se’
ni'! adenina (Roberts and Hooley,
cés, siendo la benciladenina (NS-

semillas o cultlvo de tejldo ‘promueven. ]

bencnlammopurma) una cnt ir mente’ ptilizada para el estudio de estos

(Lu, 1992; Suglharto 1992) asicomo’ la:estimulacion

17



1.4. Algunas consideraciones acerca del ciclo celular durante la germinacién de ejes
embrionarios de maiz

La mayor parte de los datos disponibles acerca de la germinacion de ejes
embrionarios de maiz indican que, durante la maduracion de las semillas, gran parte de las
células del embrién se encuentran bloqueadas en la fase G1 del ciclo celular (Deltour and
Jacqmard, 1974; Conger and Carabia, 1976; Deltour, 1985). Recientemente, Georgieva ef
al. (1994) encontraron que durante las primeras 4 horas de germinacion, la mayoria de las
células se sincronizan en la fase G1 y parte de esta poblacion entra a la fase S entre 12-15
horas después de iniciarse la imbibicion. Se ha estimado que sdlamente el 20-30% de todas
las células entran a la fase S durante la etapa inicial de la germinacion, pero {a poblacion que
lo hace se encuentra sincronizada.

1.5 Antecedentes de nuestro grupo de trabajo.
Uno de los temas de interés en la actuahdad es el estudio de Ias hormonas vegetales

como es que estas moléculas son capaces de regular el metabohsmo y com" son captadasf :
estas moléculas por los tejidos blanco : ; : i

especifica de la DNA 'po
de transcripcién y trad‘

embrionarios embebldos por 5 horas con y sm BA\, se encontro que BA cambla el patron de '

18-



ekpresion de algunas proteinas, aumentando la cantidad de por lo menos dos y promoviendo
la aparicién de por lo menos una proteina de 77 Kd aprox. (Zuniga, 1991). [

Los hallazgos anteriores nos sugieren que BA- mbldiyﬁ‘éafo' ‘acelera la aparicién ‘de
algunos de los eventos que participan en la division celular'y nbs"haij permitido 'su‘poner quc :
la benciladenina puede estar ejerciendo su efecto, al. menos parcialmente, a nivel de
modificacion de la expresion génica. ‘ :



1.6 Hipatesis

La citocinina Benciladenina regula la expresion génica durante la germinacién de ejes
embrionarios de maiz. ' ' )




1.7 Objetivos

1. Aislar clonas de cDNA de genes cuy'a‘expresién esté regulada por benciladenina durante

la germinacién de ejes embrionarios de maiz.
2. Medir la cinética de aparicion“de los: RNA mensajeros de dichos genes durante la
germinacion de ejes embrionarios de maiz imbibidos tanto en presencia como en ausencia de

Benciladenina.

3. Secuenciar y caracterizar:los genes cuya expresion esté regulada por BA durante la
germinacion de ejes embrionarios de maiz.

2]



1.8 Estrategias experimentales.

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

1.- Hibridacion sustractiva (Sambrook et aI 1989).

Para detectar diferencias en la expresion genética entre celulas o tejidos muy
relacionados, se puede hacer uso de sondas sustraidas de cDNA (capltulo II) Debido a que
se remueven las secuencias de mRNA abundantes comunes a los dos tlpOS celulares, la
proporcion de radiactividad en la sonda sustraida 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.- EI estudlo de un g,en mvolucrado con el met bol ‘m del DNA y cuya expresnon )

expresion de este gene urante la germmacmn de maxz

™~
[



CAPITULO 1L
HIBRIDACION SUSTRACTIVA: UNA ESTRATEGIA PARA BUSCAR

SECUENCIAS REGULADAS POR BENCILADENINA DURANTE LA
GERMINACION DE EJES EMBRIONARIOS DE MAiZ.

2.1 Objetivos particulares.

2.1.1 Construir una biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de maiz germmados pors
horas en presencia de Benciladenina _ : :

2.1.2 Haciendo uso de la metodologla de hnbndacnon sustractlva alslar clonasvde DNA
complementario a RNA me '

las primeras horas de ger

2,13 Corrobéra el |nc150212 :

mediante ens’éyo\'skl

2.1.4 Caractenzar y secuencnar las clonas que muestren respuesta dlferenmal a
benciladenina, : ~ S L .



2.2, Materiales y Métodos

2.2.1 Material Biolégico.

Se utilizaron semillas de maiz variedad Chalqueiio, con un 95% de viabilidad.
Los ejes embrionarios se extraen manualmente con ayuda de una navaja, procurando
que los ejes queden libres de escutelo pero culdando de no dafiarlos:;

2.2.2 Tratamiento de los ejes embrionarios de maiz con la citocinina sintética Benciladenina.

de NaClO al 0.1% dur
vez con agua destllada y estenl
embeben en una caja de Petri sobre papel filt

aturado con el amomguador de lmblblClOﬂ

Amortiguador de 1mb|b|c10n
50 mM Tns-HCl pH 7. 6
50 mM KCl
10 mM MgCl,
2% sacaros

105M Bencnlade' na (Slgma)



2.2.3 Aislamiento de RNA total y RNA mensajero.

2.2.3.1 Precauciones para trébaja'l"k con RNA (Saﬁibquk'et aI. 1989),

libre'de RNAsas
(DE C un potente inhibidor de RNAsas)
on agitacion continua durante por lo

Todé"'él material utilizado debe

mmlmo de 24 horas.
; lastlco deben ser nuevos y estériles,
guardados en contenedor ; especialmente apartados para este fin,

d. Slempre debe trabajarse con guantes'y camblarlos frecuentemente por ser esta una

fuente comiin de RNAsa

e trabajo se tfatah cdn'vD’E.PC:dé la ﬁianera

descrita.

2232 Aislamxe,n:‘tqdyl

descongelandds@
a tubos COREX:;




durante 10 minutos y la pastilla se_ lava con'l ml de acetato de SOdIO 3M (pH 5 2) agltando
bien en vortex para ehmmar el maximo postble de pollsacarldos Se’ centnfuga a 10, OOO rpm

por 10 mmutos -

antenores) y se

a -20°C hasta que sea utlhzado

2.2.3.4 Estimacion del rendimiento, pureza ¢ integridad del RNA.

La cantldad de RNA extraxdo se obtxene a pamr de la relacnon '

-1 umdad de denstdad optlca a 260 nm equnvale a 40 Hg de RNA /ml -



La pureza conseguida se evaliia considerando:
Ao/ Aggo debe ser cercana’a 2.0‘, :
La integridad del RNA total obtemdo se puede analizar en un gel nativo de agarosa

al 1.5% en TAE 1X (40mM Tris Base, 20mM Acndo acetlco mM EDTA, pH 8.1) como
ar- (2 5 ul), se les afiade 1/5 de

amortiguador de electroforesis. A las: muestra
solucion de colorante 5X (0.25% Xxlencnanol ‘0 25%
pH8, 50% glicerol) y se calientan a 65°C dunjante
nucléicos; se enfrian rapidamente en hielyo‘y
también una muestra de RNA ya analizado como
gel totalmente sumergido en el amomguado “de electroforesns a una corriente de 5-10
Los “acidos nucléicos se tifien con

Es conveniente cargar
a electroforesls se realiza con el

voltios constantes/cm de gel, hacia el:polo_po
bromuro de etidio (0.Spg/ml) durante 15 m

isual zan con luz ultravioleta (366 nm),
Si los RNA ribosomales se ven formando bandas definidas” puede considerarse que no ha

habido una degradacion sxg,mf catlva
La pureza del mRNA' se anah

En este caso, el mRNA debe observ

bandas caracterlstlcas de los RNA rlbosomales (figura 2:2; ver mcnso 2 3. 1)

iéneé que para el RNA total.

ontmuo sin que se observen las -

2.2.4 Construccién de una biblioteca de cDNA en Lambda gt11-

lambda gt11. L
La estrategla general para la construccion de la bxbhoteca de cDNA se presenta en la_;' :

figura 2.1.

2.2.4.1 Sintesis dé la primera cadena de cDNA

Para la sintesis d ‘ cD‘\IA se utlhzaron como

lde 8 p.g de

clonac n de cDNA en el vectorif .



IRNA poli A*l

B Transcnptasa reversa

] Prlmera cadena de cDNA 1

| cDNA listo para ser empacado in.vitro™] -

paquetamiento

Bactenofagos recombmantes
"7 Biblioteca'de cDNA':

Figura 2.1.- Esquema de la construccnon de Ia blbhoteca de cDNA de ejes embrlonanos de
maiz. : :



las siguientes condiciones: 50mMTris-HCIl (pH8.3), 75 mM KCl, 3mM MgCl, 10mM
dithiothreitol, 500uM (cada uno) dATP, dCTP,dGTP .y dTTP, 50 pg/ml oligo (dT) 5,4 ,
160 pg/ml poly A* RNA, 10,000 u/ml Transcnptasa Reversa M-MLYV (clonada).
Inmedlatameme despues de InlCI : accnon con la’ transcriptasa reversa, se
‘ ;.1C| ‘de [a32P]dCTP para obtener la
"C por 1 hora y se paran agregando |

fragmentos. El gel se tmo con bromuro de etldno se. fotografﬁ y se expuso en una placa de :
rayos X. : ‘ ; :




2.2.4.4 Metilacion de sitios internos de EcoRI.

ki'n‘tl‘e,mo‘s dé reconocimiento de la endonucleasa de
restriccion EcoRI. Dado que los ad de’ EcoRI deberan ser digeridos con EcoRI
después de ser adlcxonados‘ : tremos del dscDNA, éste podria ser cortado
internamente st estos smo no 50 protegldos Esto se logra mediante la metilacion del
dscDNA antes de la ad ‘a apfadores de tal manera que el cDNA pueda ser
clonado completo. L”reac én'de meulacnon se llevo a cabo en 50 !l en' las siguientes
SO”mM Tn;-acetato (pH 8), 5 mM ditiotreitol, } mM EDTA, 10
#M S-adenosil- L-me u dé"metilasa de EcoRl.

La reaccxon a 37°C durante 30 minutos, y posteriormente a 70°C durante
10 minutos para ) inactivar la enz:ma Inmediatamente se procede a reparar los extremos del

cDNA,

El dscDNA puede contener siti

condiciones: 1 ug cDN

2.2.4.5 Reparacién de los

ode smtesns de cDNA no produce dscDNA con extremos o f

la mesa durante 10 mmutos




2.2.4.6 Fosforilacion de los adaptadores de EcoRI.

Los adaptadores de EcoRI se t‘osfonlaron en 20 ‘nl'en-las sngu:entes condxcnones 2
g de adaptadores de EcoRI 60 mM Tns ,HCI (pH 7 8) 15 mM B-mercaptoetanol 10 mM

de EcoRl.
La reaccion se




TEN a la columna y se recoge la primera fraccion en un tubo eppendorf Cuando el flujo de
la columna ha cesado, se agregan otros 100 ul de TEN y se recoge la segunda fraccion en
otro tubo. Se continua de la misma manera hasta’ recoger 10 fraccnones Las fracciones que
contienen el DNA se localizan por radlacuon Cerenkov en el contador de centelleo. - Se
combinan la fraccion que contiene. el plCO de cuentas radlactlvas y la inmediatamente
anterior. El DNA se precxplta con etanol (mcnso 2. 2 4 5)y se resuspende en amortiguador
TE auna concentracnon f nal de 25 ng/ul

22.4.10 Ligacién dél EDNA en gl I

A gtll es un vector de expresnon Las blbhotecas construidas en este vector pueden
ser analizadas tanto con’ 4 : ‘mo con anticuerpos especificos. Este
vector contiene un s al e\(tremo 3' de la region codificadora

5 ul de DNA ligado"’(d“’ '

La reaccion se : , ‘
de amortiguador PDB (Tris-HCI 50 mM pH 7.9, NaCl 100 mM, gelatina o 01%, MgCl2 10
mM). A la bxbhoteca de pamculas vu'ales asn obtemda se le agregan unas gotas deb :
cloroformo y se guarda a 4°C i : ‘ : C :



2.2.4.12 Titulacion de la biblioteca de cDNA.

La bxbhoteca dey" DN

' t;tulo en Eschenchm colr Y1088 sngu:endo el protocolo

0.5%, NaCl 0.5%, Trls—HCl ]O
opticassy ,y = 0.5. Las células’ s

incuban 15 minutos a temp,erét:’
de agar/l de medio) a 50°C, adi

temperatura ambiente. - L
seran las que carecen
recombinantes. - .

2.2.4.13 Estimacion del t
Para estimar: el

tomaron 12 placa
agar durante 1 hora

lide reaccnoﬁ usando las sngunentes condrc:ones 50mM
MgClz, 0.1 mg/ml de gelatma 10 mM: c/u dATP,
gt] 1'reverse primer (Gibco, BRL, USA) 100 ng'de kgtll

polimerizacion en’ cadena) en:100
KCI, 10mM Tris-Ht (
dCTP, dGTP, dTTP

forward primer (Glbco BRL, USA) _50 ul de fagos en solucion; 2. 5. umdades de Taq DNA P

polimerasa.
gonucleotldos es la siguiente: e
5 CAGACCAACTGGTAATGGTAGCG 3' o
TTGGTGGCGACGACTCCTGGAG-3' '

‘son secuencxas adyacentes aI smo de clonaclon EcoRI del

La secuen,

Agtll reverse prin

Agt11 forward primer:5'
Estos olié
vector Agtll. :
La condlclones de amphfcacxon fueron las sng,ulentes
1° paso.- 1 ciclo: 90°C por 10 mmutos
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2° paso.- 30 ciclos: 94°C por 1 minuto
58°C por 1 miﬂutb ‘

2°C por 3 mmutos

3° paso.- 1 ciclo: 72°C por lS mmutos
Los productos de PCR se anahzaron en un gel de acnlarmda al 7% en amortnguador

TBE (Tris-boratos 0.089M, 4cido bonco 0. 089M O OOZM EDTA) ‘

2.2.5 Hibridacién sustractiva de la bxb]loteca de cDNAj' alslamlento de lonas gosmvas

El esquema general de la hibridacion sustractlva se presenta, n la ﬁgura 2.6 (inciso 2.3.2 de

resultados).

2.2.5.1. Preparacion de la sonda sustraid

Para sintetizar la soﬁd ‘de

Sephadex GSO p
RNA poliA* extr

acidos nucléicos
La reaccn

horas para permiti
tiempo de incuba i

inicialmente como un "stock" lM unhzando una relacnon 1 1 de NaH _,O4 IM y NazHPO4
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Para separar los acidos nucléicos de cadena sencilla se utilizd una columna de
hidroxiapatita. Los acidos nucléicos se unen a la hidroxiapatita mediante interacciones entre
los grupos fosfato de los acidos nucléicos y los residuos de calcio en la resina, y pueden
eluirse con amortiguadores de fosfato a temperatura elevada (60"C) Los acidos nucléicos
de cadena sencilla se unen menos fuertemente a la hidroxiapatita qvuve los acidos nucléicos de
cadena doble, por lo que aquellos pueden eluirse a concentraciones menores de fosfato. Por
lo tanto, la cromatografia en hidroxiapatita puede ser usadapara separar DNA de cadena
sencilla de DNA de cadena doble, o de hibridos DNA:RNA.

La hidroxiapatita (Bio gel HTP, DNA grade, Bio-Rad) se hidraté en fosfato de sodio
0.01 M (pH 6.8). Se preparé una columna con 0.5 ml de resina en una jeringa deshechable
de 3 ml. A partir de este punto, todos los pasos siguien;és se realizaron a 60°C, dentro de
una estufa de incubacion y las soluciones utilizada§ “ fueron pre-equilibradas a esta
temperatura, La columna se equilibré a 60°C y se lavo 5 veces con fosfato de sodio 0.01 M.
‘ ‘xso 2 25Dy ]uego se lavé con 3

Se cargo enla columna la muestra de cDNA sustraldo‘(l

amortiguador S§ (0.15 M fosfato deh
fracciones de 0.5 ml. En ta fracci
esto es, el cDNA que ?

8) luego el DNA : AE\skt:é"r'nuestra se
« : cDNA embrionarios de

maiz.

rionarios de maiz.

por Benton and
aproplada y un




horneado y luego se hibridiza con la sonda marcada radiactivamente. Las placas que dan
sefial 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 analisis posterior.

Se utilizo la cepa de Escherichia coli Y1088 para ser infectada por las particulas de
fagos Agtl1 de la biblioteca. Las células de E. coli se prepararon de la manera descrita en el
inciso 2.2.4.12. Se prepararon 10 alicuotas cada una con 15,000 particulas de bacteriéfagos
y 0.3 ml de bacterias. Las bacterias asi infectadas se incubaron por 20 minutos a 37°C, y
luego se esparcieron sobre cajas de 150 mm de diametro con TYN tal como se describio en
el inciso 2.2.4.2. Las cajas con las bacterias infectadas se incubaron a 37°C hasta que las
placas alcanzaron un diametro de aproximadamente 1.5 mm (entre 10 y 12 horas de
incubacion). Es importante que las cajas no muestren confluencia. Las cajas se enfriaron a
4°C por 1 hora. Los fagos se transfirieron a filtros de Nylon-1 (Gibco, BRL) de {a siguiente
manera: El filtro circular se colocé 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 mas posiciones asimétricas
utilizando una aguja hipodérmica prewamente sumerglda en-tinta china, de tal manera que
las marcas fueran visibles tanto en el filtro como ‘en’ ’I medlo de cultlvo Luego de 1 minuto
', el filtro de nylon se retird
r_aﬁiari_te durante 5 minutos.

de estar en contacto con las placas virales en la’c
con pinzas, y se sumergic en una charola con

Solucion desnaturalizante:
0.5N NaOH
1.5M NaCl O : : :
El filtro- se transﬁno a otra charola con solucxon de neutra]lzacmn por otros . 5

minutos.

Solucién de neutralyzacxon
‘1.SM NaCl ‘
0. 5M i a (PHT. 4)




Al finalizar la hibridizacion los filtros se lavaron con agitacion ligera en 500 ml de 2X
SSC,0.1% SDS a t'emperatura ambiente durante 5 minutos. Este paso se repitio 4 veces, A
continuacién los filtros se lavaron | hora en 500 ml de 1X SSC, 0.1% SDS a 45°C y por
ltimo 1 hora en 0.5X SSC, 0.1% SDS a 65°C. Los filtros se expusieron a placas de rayos
X durante 18 horas a -70°C. Las placas de rayos X que contienen sefiales positivas se
alinean con las cajas de Petri originales para identificar aquellas clonas politivas. Las placas
de lisis, que dieron seiial positiva se aislan utilizando la punta de una micropipeta de Iml y se
colocan en 1 ml de PDB (2.2.4.11) con una gota de cloroformo.

Las clonas seleccionadas se someten a una segunda ronda de hibridizacion,
utlizandose el mismo procedimiento descrito para la primera ronda.

2.2.6 Analisis de mRNAs por "Northern blot".

El RNA total de las muestras a aj
2.2.3.2. El RNA se desnaturallzo (
volumen de 4.5 pl) se les agrego
formaldehido y 10 il de formam
y luego en hielo por 5 mmut )
muestra (glicerol 50%, EDTA
cargo en el gel. !

EI RNA se fra'c
2.2 M, MOPS 40 mM |
como amomguador de ‘corrida’ (MOPS*
mM). El gel se preco
volts/cm, con recwcular

separacion del RNA =
EI RNA se tifi6 con b idic otografi nsfirio a membranas de
nytran (Schleicher & transferencia.
Para_corroborar. qu ¢ 0 y das en el gel, se

tomaron lectura
intensidad de las
Los filtro
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horas. Los filtros se lavaron 2 veces durante 20 minutos en-SSC+ 2X SDS: aI 2% a
temperatura amblente y dos veces durante 30 minutos en SSC 02X SDS 0. 2% a'45°C.
Los filtros se envolvneron en pelicula plastica (Kleen-pack) y se expuswron a placas de
Rayos X a -70°C." : TR B

2.2.7 Marcaje de las sondas radiactivas.

Para la preparacion de las sondas radiactivas se utilizé un "kit" comercial de
Pharmacia Biotech que utiliza oligonucledtidos como iniciadores al azar., El siguiente
protocolo es para marcar 25-50 ng de DNA.

El DNA se disuelve en amortiguador TE, a una concentracion tal que 25-50 ng
puedan ser afiadidos a la reaccion en un volumen no mayor de 34 ul. El DNA se
desnaturaliza calentando a ebullicién durante 2-3 min. Inmediatamente se coloca el DNA en
hielo durante 2 minutos, y se centrifuga brevemente. - En un microtubo se agregan 34 pl de
DNA desnaturalizado, 10 ul de amortiguador. (c'ohténiehdo dATP,dGTP, dTTP y
hexadeoxyribonucledtidos al azar), Sul (50 pCij d"l X 32P]dCTP (3000Ci/mmol), y 1-ul de
Klenow. Se mezcla suavemente con la punta de la ‘1peta 'y se incuba a 37°C durante 30-60

min.



2.3 Resultados

2.3.1. Construccion de una bxbhoteca de cDNA de ejes embnonanos de maiz en lambda

se analizé en un gel K 4 Bl
figura 2.2. Se e los’RNA ‘ribosomales no se

e \ : ; radlacxon Cerenkov en el. ’
contador de centelleo La ‘f gura 2 4 muestra el perﬁ) de elucnon de esta columna‘ e )
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|RNA poli A* '

Transcriptasa reversa

( Primera cadena de cDNA ]

DNA polimerasa
RNAsa H
DNA ligasa

[cDNA de doble cadena |

Metilasa de EcoRI

| cDNA con sitios internos de EcoRI metilados |

DNA polimerasa de T4,

I cDNA:con extremos reparados. I

Adaptadores fosforilados de EcoRI ;
NA! llgasa de T4 -

cDNA con adaptadores de EcoRI en los extremos |

ograf a en columna :

cDNA fraccionado conteniendo extremos de EcoRIJ

. | cDNA listo para’s

Bactenofago ecombmantes
/7 Biblioteca'de’ cDNA

Figura 2.1.- Esquema de la construccxon de la blbhoteca de cDNA de ejes embnonanos de

maiz.
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Figura 2.2- RNA poli-A* aislado de¢jes embrlonarloc de maiz lmblbldOS por 5: horas en.
benciladenina. Carrll 11 RNA poli-A*:7 Carril 2: ‘RNA no umdo ala columna de ollgo dT
(1°ciclo). Carril 3 RNA no umdo a la columna de ohuo dT (”" cuclo) :
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— 2322
2027

- 564

Figura 2.3.- Tamaiio de l‘aé (pyoblaci'ones de cDNA. Carril 1. primera cadena de cDNA.
Carril 2: cDNA de doble cadena. - ' '



Fraccién: cpm 1400
1200
! 0 1000
2 40 . 200
3 50 cpm
4 800 . g00
S 1400 - 400
6 . .500° 200 J
7 ‘400 0
8 250 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10
9 150 - fracciones
10 1100

Figura 2.4.- Separacwn del cDNA de los adaptadores de EcoRI medlante ﬂltracnon en gel
en Sepharose CL 4B

puede aceptar Vi’ns»
placas de Agtl1-qu
incoloras La relacxon e placas azule

e .en Escherlchm col: Y 1088 y se esnmo que’»
contiene un total de ] 13 x 107 pfu des formadoras de placas). De estas el 96 % son
recombinantes, " mlentras que el 4% restantes dan un fenotlpo azul, lo que mdlca ‘que ‘no

contienen insertos. -
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2.3.1.2. Estimacion del tamaiio de los insertos de cDNA de la biblioteca.

De la biblioteca de cDNA de maiz se’ tc')'mvarén 12 "pla'c’:‘as virales al azar y se
determin el tamafio de los insertos mediante una. féa‘ccién‘de ampliﬁcaciéﬁ por PCR. Los
insertos se analizaron en un gel de acrilamida y el resultado se presenta en la figura 2.5. -El
tamafio de los insertos de las clonas anahzadas va de 100 a 2000 pares de bases.

2.3.2. Hibridacién sustractiva dé la bibliotééa dé cDNA v aislamiento de clonas "positivés“.

El esquema general para la preparacmn de una- sonda sustraida se presenta en la

figura 2.6.

Con ‘el»',' d { las- cond evsk‘éptimas para la separacion de acidos
nucléicos de c’aq a2 doble mediante cromatografia en
DNA plasmidico de cadena sencilla y

utlhzo DNA plasmidico en este ensayo

inicialmente a te pe
crecientes de- fosfa
cuantificaron med

‘La: ﬂgura 2.7 ia columna de

hidroxiapatita de LKB

ultados ~obtenidos . utilizando
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i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

_. 2322
— 2027

__564

Figura 2.5. Insertos de 12 clonas de la biblioteca de cDNA de ejes embrionarios de.maiz.
Los insertos se amplificaron por PCR, como se describe en materiales y métodos: Carriles
1-12: insertos de las clonas | - 12. Carril 13: Control de la reaccion de PCR (sin DNA).



Ejes embrionarios de maiz Ejes embrionarios de maiz
imbibidos con BA por 5 horas imbibidos sin BA por 5 horas

RNA poll(A)+ (con BA)

generar una sonda radiactiva LR, 4 ;
de toda la poblacion de mRNA ) RNA poli(A)+ (control)

< usando lranscnp!asa reversay C e
ohgo(d’l") como primer

Cone Cane Conm Cmiom S J

remover ¢l RNA por
hidrolisis alcalina

hxbndlzar e\hausuvamcnte la sonda
radiactiva con 10 veces la canudad de
mRNA control no mdxacuvo

3 Iﬁ’bﬁdo cDNA:’,mR»NAk

_que nio hibridizé -

g ‘Colunina‘gfe lﬁdroxiépaﬁla

uuhzado como sonda en la bxbllotcca i

Figura 2.6 Esquema para la preparacion de una sbndé'sustraida.
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[fosfato de sodio] cpm ssDNA cpm dsDNA

0.01M ‘ 550057 L4000
0.12M 16300000 :
0.16M." ' 1 :16500: :

0.20M 600

0.24M: : 420

0.28M . THLTN2200
032M- - E 23000
0.36M o 3000
0.40M - . = 28

046 702" 024 028 032 036 . 04
: [fostatas]

Figura 2.7. Cc')lurki;“hé 'ldlek'hidroxiapatita (LKB). La separacion 5e,‘hizo,,ka temperatura
ambiente R - ; e

Los resultados obtemdos utllxzando la resma de LKB y Ilevando a cabo la separacnon
a temperatura amblente no, ﬁjeron satlsfactonos ya que’ tanto el ssDNA como el dsDNA'
eluyen a una mxsma concentracmn de fosfato de SOdIO & S

Se repmo o expenmento utlllzando hldroxnapatlta de: Blo-Gel y usando las mlsmas
condiciones que para Ia resma de LKB El resultado obtemdo se. presenta en la ﬁgura 2, 8
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[fosfato de sodio] cpm ssDNA cpm dsDNA

0.01M 100 1507

0.12M 1000 1500
0.16M 10000 3000
0.20M 4000 ) 120_00: e
0.24M 500 20005
0.28M 500 e IOOO :
0.32M 200 e ~,i250
0.36M 100 B ; 150;’;
0.40M ) 100 ‘ . 100
12000
10000 —ssDNA
8000 o i~ dSDNA
cpm 6000
4000
2000
[}
001 012 0.16 0.2 024 0.28 032 036 04

[fosfato de sodio|

Figura 2.8. Columna de hidroxjapatirtya Bio-Gel. La ‘separacion- se hizo a temperatura '
ambiente o ) S

idroxiapatita-de Bio-Gel es un poco mas eficiente
no es muy:
entraciones de

Los resultgﬁqs"muestran que:la
que la de LKB, pero
buena. El DNA'd"

A continuacidn'se ; pre
temperatura elevada. ‘Se utilizd la'|
a 60°C. En estas condiciones el |



M de fosfato de sodio, mientras que el DNA de cadena doble eluye a una concentracién de
0.28 M de fosfato de sodio." La figura 2.9 muestra el perfil de elucién obtenido.

[fosfato de éddid[ . cpm ssDNA cpm dsDNA

0.0IM- 400 500
0.12M 650 750

- 0.16M 8000 400
‘0.20M 6000 150
0.24M 300 100 -
0.28M 12000 20000
032M 1200 -~ 10000
0.36M 150 0240000 .
0.40M 100 S50

00t 042 016 02 024 028 032 036 04
[fostato de sodiv)

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

Habiendo ' stableci ; ondlcxones adecuadas ‘para- la separacnon de acxdos )
nucléicos de cadéﬁ sencilla‘y. de: 6adena ob]e se preparo la. sonda sustralda como se' :
describe en Materiales y Metodos El cDNA sustraldo fue punﬁcado en una columna de
hidroxiapatita (Bio-Gel), y se obtuvneron las dos fracciones mostradas en la f gura 2 10.al-
eluir a diferentes concentraciones de fosfato de SOle : : k
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[fosfato de sodio] cpm

0.15M . . 8.5x106
0.30M 120,75 x 106
26
- 20
i
10
v s
i |

0.15M 0.30M
{fosfato de sodio)

Figura 2.10. Separacion del sscDNA (fraccion eluida a 0.15M fosfato de sodno) y de:los
hibridos ¢cDNA:RNA (fraccién eluida a 0.3M de fosfato-de': SOle) produc:dos por
hibridacion sustractwa medxante una columna de hxdroxmpatlta Blo-Gel ‘a 60°C

El cDNA de cadena‘sencﬂ a, élundo a; una concentracnon de 0 ISM de,fosfato de

en presencia de
probablemente es

seleccionadas fueron aquellas que dleron las senales de mayor mtensrdad




2.3.3. Caracterizacion de las clonas "positivas".

Para estimar el tamano de los fragmentos clonados los msertos delas clonas
positivas se amplificaron por PCR y los productos se anahzaron en un gel de agarosa al

1.5%. Los resultados son los. srguxentes

ClonaNo, . . . " Tamafio aprox. (pb

= 00 h DN —

“ 100

600

350!

120

400

700

Los msertos de las clonas ly 5 son ‘muy pequenos ‘por lo que se decndxo contmuar )

trabajando umcamente con las clonas 2,4, 8 y 11.
hibridaron entre’ sx : no se encontro senal de h1bndac1on cruzada ‘Io: que sugxere que las

clonas son dnferentes

obtenidos se presentan en Ia ﬁgura 2 12

LOS lnsertos de estas clonas se alslaron e




a !
_9.49
-7.46
~4.40
_2.37
(N N N - 135
_0.24
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clona 2

[}
5
: -
unidades 3
arbitrarias 2 &— BA
1 —i—+BA
ot
0 5 75
horas de imbibicién

- clona 8

.10

o E o 8
unidades ~s’ S
arbitrarias” 4 §

0 s, 7.5
- horas de imbibicidn

“clona 11
10
H
7 e ~—
unidades g
arbitrarias 4
3 —@—+BA
2 ~—8A
0
[] 5 75
horas de imbibicion

Figura 2.12. Cantidad relatxva de los mRNAs de las clonas 28 y ll.. ’Ske gfaﬁ;:afon los
valores densnometncos obtemdos de Ios Northerns de Ia ﬁgura 2, 1 1. LT



Puede verse que los mRNA de las clonas 2, y 11 se encuentran presentes en el
embrion de la semilla seca (tiempo O) y su abundancna no se modifica de manera SIgmﬁcatlva v
durante las primeras 7.5 horas’ de'g germmacnon co y sm bencnlademna Para el caso de el
mRNA de la clona 8, su abundaixi si lar durante las primeras 7.5 horas de germmaclon ,
en ejes embebidos con.y sm encﬂademna auhque este mensaje se encuentra en’ mayor‘

abundancna (50% aprox) en'la; semnlla seca. En el caso de la clona 4, se obtuvneron bandas'

en su expresnon por lo tanto asocmdos
germinacion de malz R i
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CAPITULO I

PCNA (ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR) COMO
MODELO PARA ESTUDIAR EL EFECTO DE BENCILADENINA DURANTE LA
GERMINACION DE EJES EMBRIONARIOS DE MAIZ.

3.1 Introduccion

Como se menciono en la introduccién, la segunda: a]ternatlva para probar nuestra
hipotesis de trabajo es tratar de identificar un gen partlcul; "d'era‘estar mvolucrado en
la respuesta a benc:ladenma y estudxar su’-respuest te fi torregulado durante la~
germinacion de ejes em nonanps ( e m:gl_z :

Nuestro grupo'd

la germinacion de

un inhibidor de,’
(cicloheximida) |

DNA.




En los ultimos afios ha aumentado de manera considerable el conocimiento de los

mecanismos moleculares y Ias protemas mvolucradas en la smtesns de DNA EI desarrollo

bacterias y animales. Hasta~ahpr
polimerasas o y 6.

DNA primasa (Brooke and Dumas )
Wolfman er al 1989) Debldo
polimerasa y DNA pnmasa a este c
La DNA pohmerasa-prl

similares a las péiii
al., 1992).

DNA pohmerasa 5 : : o ~
La DNA pohmerasa 8 (pol 5) fue descuhlenaryen nmo de ternera
976) Tlene ]a caractenstlca de poseer una actwndad

en retlculocnos -

de conejo (Byrnes et al:;’] ) -
exonucleasa 3' — 5" Ya que la pohmenzacxon del D\IA es en dlrecc10n‘ 5 —) 3' Ia acthldad ;
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de exonucleasa da a la DNA polimerasa & la capacidad de edicion, es decir, de remover
algan nucleondo que haya sido mcorporado erroneamente para mantener la f' delldad durantek

la repllcacton

replicacidn, mie

cadena discontini;




pacientes con lupus eritematoso sistémico y cuya sintesis estaba relacionada con el estado
proliferativo de la célula (MlyaShl et al., 1978; Takasakier al., 1981) Bravo y cols (1981)
describieron de manera mdependlente una’ protema llamada crclma cuya apancxon tamblen :
correlacionaba con el ‘estado’ prohferatli/o de la celula Postenonnente se- demostré” que
ws ef al 1984) G e 3

funcién es incrementar
sunmoto et al

PCNA es ‘un facto ‘auxiliar‘de la DNA polimefas 5
tanto la actlvndad como la rocesividad de la pohmerasa 1
1990; Lee et al.;; 1990) : requnere PCNA
para que se {leve a cabo la sintesis reparativa del DNA (Shlv_u tal: 992) ‘Se han clonado
los genes que codlﬂcan para PCNA de especies diversas (Almendral ef al.; 1987; Waseem ef
al., 1992, Kllbey et al 1993), incluyendo algunas plant ma el aI 1991; Suzuka er
al., 1991; Hata ez al., 1992; Markley et al., 1993). Es ;ia estd muy conservada y
puede complementar especies diferentes (Waseem etal 199é Laéde] el al., 1993).

ecnentemente ‘se ha encontrado

Estudios reallzados en fibroblastos han mo: éxpresic'm del mensaje para

PCNA se induce por factores de crecnmxento tal.como el factor. de'creCImlento denvado de

meristemos de pla
de una mezcla de a



3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Clonar el cDNA del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) de maiz.

2.- Caracterizar la clona de cDNA.

3.- Estudiar la exp'(esién del mRNA:de PCNA 'en'diféreﬁ'te:s t_ejkido:s;dé: la planta dc rﬁafz.’

4.- Determmar sn l i

resno de _,PCNA esta regulada por bencnladenma durante las
primeras horas de gemunacnon de ejes embnonanos de maiz. R




3.3 METODOS.

‘La metodologia utilizada se incluye tanto en el articulo pubhcado como en el
manuscrito en revision, que se anexan a continuacion.
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Abstract

We report the isolation

sequcnce of a maize cDNA clone which encodes a prolem homologous to prohferaung cell nuclear antigen ™ B

(PCNA). The deduced amino acid sequence prcdrcls a protein of 263 amino acids i in length. The amino acid sequence. shares 62% rdenuly

with the human PCNA and 95

identity: with the rice homologue of PCNA

Prolrferanng cell nuclear antigen’ (PCNA), is an a
iary factor for DNA polymerase ‘8-(pol '8). which’ snm
lates processivity (see [l]) Pol & is part ofa drmen

expression of the PCNA gene is controlled ‘at bol
transcriptional and post- 1ranscnpnonal levels. In pam !
sequences in the 5 upstream region of mouse PCNA’[
and sequences within intron 1 [5] and intron 4 [6} 0
human PCNA gene have negative regulatory; effe
addition, a homeobox gene has been reported to
negative regulator of PCNA gene transcnpnon [7
mammalian cells, various growth signals stimulate ;th
expression of the PCNA mRNA (e.g., [8]) and it has’
reported that the stability of mouse: PCN RN,
modulated in the cell cycle [9). :

Genes /cDNAs encoding PCNA and

PCNA have been isolated from a range: of taxénomrcallyf'
diverse species, e.g., [10-12] including a'few, plants [13— .
16). The deduced amino acrd sequences of the PCNA ’

Abbreviations: PCNA, proliferating ceil nuclear antigen; pol 8, DNA
polymerase &.

* The sequence data réported in this paper have been submitted 10 the

EMBL /GenBank Data Libraries under the accession number X79065.
* Corresponding author. E-mail: p.hussey@rhbac.ac.uk. Fax: -4 784
434326,

01674781 /95 /809.30 € 1993 Elsevier Science B.V. AH rights reserved
SSDI0167-4781(93)00192-8

‘ ,pH g
mg/ml calf thymus DNA and 50. ug/ml poly(A). “The:

agment: corresponds to the nucleotide region —422 to
2436 of the genomic clone and includes the full coding
The Zetaprobe (Bio-Rad, UK) colony hybridisation
procedure was followed. Hybridisation was for 48 h at

:37°C in 50% (v /v) formamide, 5 X SSC, 50 mM Tris-HCI

S50

5 X Denhardt’s solution, 1% (w/v) SDS; 0.1

final wash of the nylon membranes was for 30 minat 52°C
with 0.2 X SSC. containing 0.2%: (w/v).: SDS:" From -a

screen of 120000 colonies, 11 posmves were" prcked and_f ’

the largest clone was sequenced on bolh tra

sequencing [20].
The nucleotide and deduced amx o

putative maize PCNA is sho“n in FIE 1 The open readmL
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frame was identified by comparison with published PCNA
sequences. The maize ¢cDNA encodes a protein of 263
amino acids in length, has a predicted molecular mass of

29342 Da and an isoelectric point of 4.46. The amino acid .
sequence shares 95% identity.and 99%: similarity-with the =

rice sequence {14] and 62%: ldenut\ and 91%" s:mnlarny"

with the human sequence [10). Like all olhe PCNAs, the

maize PCNA contains .a possible .IDNA’: bmdmg domam
consisting of an a-helix-turn-a-helix [10], Ar ;
80 which shares 65% identity and.100% sxmllarlty wuh the
equivalent region in the human, sequence The nmportanc

stranded DNA but it has been suggested that after an initial

interaction betweeen PCNA and pol 8. the potential PCNA

DNA binding domain may become functional [21].
Recently, it has been shown that cyclins D1 and D3

form: complexes with PCNA ' [22]. It has been suggested
:"that the;interaction with cyctin DI may prevent PCNA
* from bmdmg to the replication complex; cyclin DI mlght"

regulate the “activity of PCNA. Two regxons, :
ids- 2-64;and . 197-228 in. mouse ' PCNA,. are . .
ecess’lr)"‘,for the -association of PCNA with: ‘the:D! type:
ins:[23 These reglons, whlch are; ‘again; hlghly con-g

21), show:

he plam amino ‘acid. sequences “(Fig.

of this domain to PCNA function is unknown. Sofar, i
{between 62~ 67% identity (90% slmllamv) nd between

has been shown that PCNA alone cannet’ bind ‘single

ttgcccctcqcccctctcaaacctccgcgctcccgcccagctugggtttccccgatctec 60

M L E L R L V 7
cctectoctcaaccgecgecgtctccgagagegeocgecacgatgttggagetgeggettg 120

Q@ 6 § L L K K VL EATLIRETLVNDAN 27
tgcaggggagectcctcaagaaqqtoctggaggcgatecgegagetggtcaacgacqgeca 180
F D C S G TG F S L QA MOD S S HV AL 47

cgactqgctccggecace ttctcgotgcaggccat ctcgagecacgtcqgece 240

V A L L L RAMZEGUPEUH Y RCDURNLSB 67

tegtegegetgotectecgeqgecgagggqttegageactacegetgegacegeaacctet 300

N G M M L N N M A K N L R C A G ND D I 87
ccatgggcatga tcaacs tgg gatgcteccggtgcgecggtaacgacgaca 360

I T1I KADUDGS DTV TUFMUPFPZES P K 107
tcatcaccataaaggccgatgacggttctgacaccgtcacctttatgttcgagtegecca - 420

Q D K I A DPF E MM KLLMD I D S E H L G 127
agcaagataagattgcggatttcgagatgaaactgatggatattgatagcgagcaccteg ;1480 -

P D S E Y Q A I VR M P S S E F M R.I 147
gaatcccggattocgagtaccaggecategtecgecatgecttettctgagtttatgagga . 540

C K bL § 8 1 6D TV V I 8§ V T K E 6 -V 167
tctgcaaggaccttagcagcatcggagacactgtegttatctcggtaaccaaggagggeg 600

XK P S T $ G E I G S A NI V CRGQNOQ T 187
tgaagttctcocacatctggagaaattgggagtgogaacattgtttgecaggcagaaccaaa 660

I DK P EEATTI I ENMQEPV S L T F 207
ctattgacaagccagaagaggctaccattatagagatgcaagagceggtttecctgacct 720

S L S E Q V T 1 227
ctteactgtccgaacaagtcacga 780

A L R Y M N S F T KA S
ttgcectaaggtacatgaactcgttcaccaa

§ L 8 S E L PV V V E Y XK I A E MG Y 1 2497
tcagcctgtcgtccgagetaccagtggtggtcgagtacaagategctgagatgggttaca 840

R F Y L A P K I E D DEEBEMUEKP * [ 263.77
ttagattttacctggegccaaagatcgaggacgatgaggagatgaageccatgattgecat - 900 -

cagtgctcogtgotgocgactttttctcgtettccatccatggtttgottattagetatta:: 960

tctgcacgcaaagganaaaaaagat:gcCaegt:ttcata:cttaggccagnctgcctc‘
tacttatttchactgctgtgtgtccatggatttatagtgaatctagattegeéégq
tgcttcgtgcatgccgctgctgtctgcccatctttctactcagacatg':aaéeece‘et‘tgttj X
gggatc ey . 1246

F:g 1. The nucleotide and deduced amino acid sequences of the maize homolo;uc of PCN

to Arg-80 .scqyu'r:ncc referred-toin the text is
lndlcated by bold print. The putative cyclin binding regions are undurhned :: R R R
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72—-84% identity (87-94% similarity) with the same re-
gions in mouse PCNA, respectively. This suggests -that
plant cyclins might exert snmnla regulato
PCNA. ;

The isolation of PCNA" relat quences from plams
provides a foundation for the mvesuganon of the ‘signals
that promote DNA replication and: cell - proliferation in

plant 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 regulators may prove interesting.

This work was supported by scholarships to I Lopez
from the British Council and the DGAPA, UNAM. We
thank Dr. J. Hunsperger for the maize BMS library and Dr.
I. Suzuka for providing the rice genomic clone used in this
study.
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estudia el efecto que uene be
ejes embrionarios de malz '
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INTRODUCTION

PCNA; . the ‘proliferating* cell nuclear antigen, was
originally descrlbed as ‘a: nuclear proteln recognlzed by an

et al. 1986
synthe51sv[sh1yj_

Genese‘_
divergent séeci
Kilbey et‘alg s
1991; Suzuka: :
1993]. Thls pro e ‘ [
complement taxonomlcally dlverse spec1es o human PCNA ccan®

KW

hlg ly conserved and 1s: able to

complement:- a-

67
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transcriptional levels. A conserved region in intron 1
exerts a negative regulatory effect on the expre551on of the
PCNA gene [Alder et . al., »1992), ~and deletlon of 1ntron 4

increases thevPCNA mRNA levels 1n serum—deprlved human cells

been extens1vely purified
enzymes .is’ Stlll

19892, Castro?;e]
the recenﬁiyee

not been :cl

evidence woul

A maize;PCﬁA
[Lépez et 15

results show that:ﬂbothr genes *aréfg’““ v T E :
prollferatlnq tlssues,‘fa d that 7a* eynthetic?1CYtokihinf
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(benzyladenine) - temporally induces the exp:ession of PCNA
during a developmen;al process like seed germination. -

EXPERIMENTAL PROCEDURES.

Plant Matefial;":'

mRNA lsolated from suspen51on culture cells vof Black
Mexican Swee cor was'. qsed to construct the cDNA,llbrary 1n5'
the vector pUC13 [J.: Hunsperger :

Zea mays 1nbred llhe A188‘was used fof the:preparationsof DNA:

~unpubllshed data

used in l

sucrose, 0,3 gl

Uli)'.f

(Sigma,

and 3.
Benzyladenil

Isolation of DNAxClbnee D

We have pre' ously reported the 1solatlon of a - full—
length malze CDNA clone (ZmPCNA 1) ~encoding  a homologne‘of

PCNA [Lopez etvel. 1995]
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i
Briefly, maize cDNA clones were. isolated from a rapidly

dividing Black Mex1can Sweetcorn suspenSlon culture cell cDNA”
library. The llbrary was constructed from mRNA 1n the vector*
puUC13 by prlmlng“ ‘CDNA synth sls; ith: A

vector u51ng’
[Okayama

transferredh
genomic clo
corresponds
genomic clo
Zetaprobe

22 positive
secondary - v
clones were:
both strands
complete se'

(LKB,

DNA sequencing;

ftwas done u51ng the ‘dldeoxy sequenc1ng_v
1977] and an adaptatlo
double- stranded templates [Murphy and Kavanagh,

All sequenc1

method [Sanger et al

lt,

thereof for'
88 The .
endj

M13 reverse. prlmer (Amersham) was used ,sequencefthe st

of the clones,tand approprlate ollgonuc eotldes'from the read
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sequence were synthesized. DNA sequences were analyzed using
the bpnasis package (LKB,  Sweden) .

Southern blotting

al., [1989y
HindIII or

0.8% (w/v)_i aro

probe, tﬁe
0.2X SSsC, -

(w/v),

incubation;

= prepared as descrlbed 1n Hussey et al.
'otal RNA were fractlonated on: formaldehyde

’t;2 2M formaldehyde,ﬂ40 ™ MOPS ‘pH T

., 5 meEDTA) (

transfer buffer ! 4
and washed’ descrlbed for the Southern hybrldlzatlons e7‘
Equal loadlng ln the lanes was tested by spectrophotometrlc

71

and transfered to nytran-:ff



measurements (A,;) of the RNA supplemented by comparison of
ribosomal RNAs on-ethidium bromide stained agarose gels.

Preparation-of. radioactive probes.

primer extension; method

for 1 hr.

were 1x108 cp

were subclo
(IBI): ,v‘ectu:vp'




Polymerase chain reaction.'

For the- productlon of gene spec1f1c probes, the 3' and

transcrlbed but reglons

5'

anslated

5'TCCCAACAAAGAATTTCATGT3
probe;
5'CCATGGATTCATGAAA
probe; 5'CGTGGCGGCG TCT
for ‘t@e“ 7

ZmPCNA2 S*ﬁgEﬁe—speCIﬁlc probe.

MgCl2, 507 m
gelatlne,s‘ :
using a Hybald omnlgene(’)
products to;be used for radloactlveblabelllng wer
through 1. 5% (w/v) agarose gels.,“ L o

pu;ified"

RESULTS

Isolation andfsequence analysis of Zea mays PCNA cDNA clones. |

To 1solate ma ze'PCNA sequences,"“'

screen,

clone was :'c

et al. 1995]
other 10 clone

found to rall 1hto two groups ‘ne Wlth 1dent1calfsequence
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to ZmPCNAl and the other which we designated as 2ZmPCNA2. The
largest clone from,, the. latter group was: chosen for further
analy51s Both strands of the cDNA were sequenced at least

once.

1dent1ty'a
clones.

genes.
and 3' ends'of th

region probe,
lanes. The Southern blov,was strlpoed and reprobed w1th the

Y



ZmPCNA2 3' noncoding region probe (Fig 2c), where single
different bands _are detected, 1n the: 3% lanes 5 When “the
Southern blot was strlpped andmreprobed'w1th a mlxture of the

that eitﬁ r
could be’

regions.
lane only_

maize geneme
that there
transcrlbed reglon

Abundance *df},fﬁe;ith'fPCNAeigene “trahscripts"in} different-

tissues.

were probed Wi

reglons, and;

transcripts in: the dlffere 'tlssues are shown'ln;flgure 4.
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These results show that PCNA transcripts are abundant in
proliferating tissues, being the 2 5 mm splklets the tlssue

where the message;1 most' bundant.

expressioﬁ fé
studied.

PCNA during’ ‘germination ‘Qf,~maiié,‘éﬁbrYOhi¢

Expression o

been

shoﬁﬁl
cytokinin}). it
activity'ah
mitosis take
1990; Reyes et

hormone a:
germinatlon, the mRNA le'elykw

by 24
stimulated up to /17 tlmes the amount or PCNA meséage compared”

reduced. ' Interestlngly, hours ‘of-’germlnatlon,
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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 1dent1f1ed two malze cDNAs encodlng putatlve )
PCNA homologs : ZmPCNAl:_: and ZmPCNAZ Both cDNAs encode ca

ZmPCNA2 fisf
ZmPCNAL .

recently
et. al.
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expression between ZmPCNAl and ZmPCNA2. Since the aminoacid
sequence of  ZmPCNAl ‘and ZmPCNAZ is almost 1dent1cal, the
function and phy51olog1cal 51gn1f1cance of the expre551on ‘of

the two PCNA protelns 1n malze 1s Stlll unknown.l It remalns

message, v1rtually bsentiin:

[Georgleva

demonstrate’tHefflﬁctUatibﬁﬁof‘fhéVméizéfPCﬁA7pfoﬁéiﬁiuéihg'

© 78



an homologous -.antibody: and jdetermine if 'its levels .are
modified by BA. S ‘

PCNA expre551on,

induction of prollferatlng genes may'ex1skjanéﬁKéf}btés; ”

ESTA TESIS WO DERE ~
SALIR DE L BIBLIOTECA
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FIGURE LEGENDS.

Figure 1 - Nucleotlde and deduced amlnoac1d sequence of maize
ZmPCNA2 . i Amlnoac1d changes inc the sequence of ZmPCNAZ are’

shown.

Northern blot
following malz

lane 8:
embryo.

a_nd _PCNA2

of " PCNA-

trary -units) -
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Figure 5. Expression of PCNA during maize germination in the

presence of Benzyladenine.

The ethldlum bromlde stalnlng of the gel 1s shown 1n flg (A)
Fig. (B) shows‘the Northern“blot contalnlng :15mg of total RNA_

from malze
BA) benzyladeni.
0 hours;- &f
4: 10 hours.
(-BA) ; ne

transcrlpts ln gmalze embryonlc axes treated. w1th (+BA) or

without Benzyladenlne ( BA)
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Figure 2
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Figure 3
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PCNA mRNA
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1.4
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14
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Figure 4

0(-BA)
@(+BA)
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Figure 5
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PCNA mRNA

p
1.8
1.6
1.4
1.2
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0.8
0.6
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Figure 6

0(-BA)
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CAPITULO IV
4.1 DISCUSION
El interés de nuestro laboratono desde hace ya varios anos ha sndo el estudlo del”

metabolismo del DNA durante la germinacion de ejes embnonanos de malz y o efecto que
tiene la citocinina’ smtetrca bencxladenma (BA) sobre este proceso El trabajo 'reahzado se :

encaming a tratar de’ entender el mecanismo molecular por medlo del cual‘ a benclladenma

patrén de expresx

aisladas como "dife

JEE T 92



queden presentes cDNAs de mRNAs muy abundantes. Durante la hibridizacién de la
biblioteca de cDNA, estas secuencms podrian haber hlbndlzado dando senales posmvas

falsas.

sustraccion de-la: sonda

completo a aquei os. mensajeros cuya’ concentraclon vanara de manera sutll entre ambas

poblaciones.

\O
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La segunda estrategia utilizada para cumplir con los objetivos planteados fue la de
identificar una funcnon especnﬁca que -pudiera ser blanco del efecto producxdo ‘por el

fitorregulador y que pudlera estar 1nvolucrada en

PCNA esta compuesta por los'dos mnembros aqu1 deécmos No"seu ‘ccluye la posxblhdad de’ L
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que existan otros mlembros de esta famllla pero de ser asi tendnan un grado menor de
similitud. D : R T




acumula gradualmente hasta alcanzar un pico a las 10 horas de germinacic’)n y disminuye
nuevamente hacia las 15 horas, Este comportamlento es snmllar en semillas. tratadas y:no :
tratadas con BA. Sin embargo, hacna las 24 h de’ germmacmn ‘los. ejes embnona’ lOS que
fueron embebidos en presencia de BA acumu]an l7‘veces més’ mRNA de’ PCNA que"]

aquellos que no recibieron el fi torregulador

replicativo, la sintesis que tiene lugar en esta eta
(Zarain er al., 1987; Baxza el al ]989 Zlat

abruptamente para re

utilizando condiciones di

resultados serian mas consnstentes si eI antlcuerpo utlhzado ﬁxera homologo

96



No se conoce el mecanismo por el cual las citocininas inducen en las plantas la
proliferacion celular. Se ha encontrado que en células humanas la expresion de PCNA esta
bajo la influencia de factores de crecimiento y que requiere de la expresion de otros genes
inducidos por estos factores (Jaskulski e 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 expresion 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 logro el aislamiento de clonas ‘de cDNA de genes cuya expresnon fuera
regulada directamente por bencnladenma a las'$ horas'de’ germmacxon' de eles embnonanos

de maiz.

2. Se clonaron’y ‘se

 nuclear de
proliferacion celular (PCNA)

mostraron un patr
embrionarios prese
embargo, a las:2

7. De manera: general no- se encontro dxferencna entre el patron de expresnon de »
ZmPCNAl yel de ZmPCNA2 = S :
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