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1 INTRODUCCION,

El frijo! (Phascolus vulgaris, L) es una planta dicotiledénea de la familia Leguminosae
considerada de gran importancia alimenticia ya que su semilla, que presenta un alto contenidode
proteinas, ¢s consumida a gran escala ¢n nuestro pas ocupando junto con ¢l matz el pimer Jugar de
produccidn en México.

Se ha sugerido que la actividad de la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), enzima presente en
todas las plantas, pudiera estar correlacionada con la sinteis de proteinas (Andreo et al.,, 1987).
Esta enzima cataliza la fcarboxilacion de! fosfoenolpiruvato (PEP) con HCQO;™ para formar
oxaloacetato (OAA) y fésforo inozgénico. La funcién metabdlica que desempedia el OAA dependera
del tejido y del tipo de planta que sea considerado. En plantas superiores con fotosintesis de tipo
C3, como cs el caso del frijol, la PEPC juega un papc! muy importante como proveedora de
compuestos de c@uo carbonos que s¢ introducen al ciclo de Krebs (funcidn anaplerdtica) y que
pasan a formar parte de los aminodcidos (Andreo ef af.,1987; O'Leary, 1983). Por otro lado, se ha
demostrado que la enzima PEPC presenta una alta actividad en vaina de frijol, corrclacionada con
las condiciones que operan dentro de ésta: altos niveles de CO,, niveles relativamente bajos de
clorofila y una penetracion restringida de Ia fuz a través del pericarpio. Sin embargo, la ruta por la
cual de Heva a cabo la reasimilacién del CO, en la vaina ain no es clara.

El prescntc trabajo cstd comprendido dentro de un proyecto gencral mis amplio denominado
"Fosfocnolpiruvato carboxilasa de frijo! (Phaseolus vulgaris L.). caracterizacion y regulacion de su

expresion genética® ¢n donde ademas de carcterizar cindtica y bloquimicamente a esta enzima se
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pretende aislar ¢l gen o genes que la codifican, esperando conocer los mecanismos de expresion y
regulacion de éstos. Esto permitiria, combinando la clevada capacidad de la biologia molecular asi
como de la biotecnologfa, su manipulacion genética con miras a controlar los mecanismos de
aprovechamiento y distribucién de carbono en la planta de frijol.

El objetivo general de este trabajo, a proposito de lo anterior, cs generar una sonda homéloga del
gen de la fosfocnolpiruvato carboxilasa de frijol como una primera aproximacion al problema. La
sinteis y caractcrizacion de esta sonda daria la posibilidad de aplicaciones técnicas, metodolégicas
y experimentales potencialmente altcrnativas y las perspectivas que de ésto pueda derivarse son

muchas.




II. ANTECEDENTES.

La fosfocnolpiruvato carboxilasa (PEPC; E.C. 4.1.1.31) ¢s una enzima citoplasmdtica que se
encuentra ampliamente distribuida en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos de plantas
superiores, algas y bacterias (Andreo ef a/., 1987). La cnzima ¢s responsable de la carboxilacién
primaria cn plantas C4 y CAM (O'Leary, 1982). En plantas C3 y bacterias la PEPC tiene un papel
anaplerético en la fijacién de caibono (para el aprovisionamiento de dcidos orgdnicos) y otras
funciones auxiliares tales como: recaptura de CO, respirado, asimilacién de nitrégeno, sintesis de
amino4cidos, produccién dc NADPH, mantenimiento de pH y clectroneutralidad (Latzko y Kelly,
1983).

La mayoria dc los estudios cn plantas estdn cnfocados al andlisis de! papel de PEPC en especies C4
y CAM. Numerosos trabajos han documentado las propiedades cinéticas y bioquimicas de csta
cnzima (O'Leary, 1982; Latzko y Kelly 1983; Andreo ef al., 1987, Deroche y Carrayol, 1988;
Gonzdlez y Andreo, 1989; Jiao y Chollet, 1991). Recicntemente s¢ han podido aislar clonas
gendmicas y de ADN compiementario que codifican a la enzima de cspecies C4, C3 y CAM asi
como de formas procaridticas (Tabla I). En la presente revision s¢ resume la informacion en cuanto
a biologia molecular, genética y manipulacién genética de PEPC sc refiere, haciendo énfasis en la

forma dc la enzima presente cn plantas C3.
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Tabla 1. Especies cn las cuales se han rizado cl genomicas o de cDNA de PEPC, formas de PEPC y tejido en los que sc encontri.
oEspecies de plantas eFormss de PEPC/ oClenaGenemica/cDNA oReferencia
Tejido analizado

oGlycine max C3 (scmilla) gmppe 16 Sugimoto et al. (1992)

eMedicago sativa C3 (nddulo de raiz) pPEPC-61 Pathirana et al. (1992)

eNicotiana tabacum Caltivo celular pI301 Koizumi et al. (1991)

oA fesembryanthemum crystallinum C3 (hoja) AMC4C Cushman et al. (1989)

oFlaveria pringlei C3 (hoja) pcFppe Hermans y Westhoff (1992)

eSaccharum hibrido var. H 32-8560 C3 (hoja) scpepcD1 Albert e al. (1992)

eSorghum vulgare C3 (hoja) CP28 Crétin et al. (1991)

oZea mays C3 (hoja) pepcZm-2A Lepinicc et al. (1993)
Izui et al. (1992)
Schaffner y Sheen (1992)

C3 (raiz) pepcZm-3 Kawamura e? al. (1990)

Schaffner y Sheen (1992)

eMesembryanthemum crystallinum CAM (hoja) AMC4C Cushman et al. (1989)

eoZca mays C4 (hoja) pepcZm-1 Izui ef al.(1986)
Hudspeth y Grula (1989)
Yanagisawa y Izui (1989)

eSorghum bicolor C4 (hoja) CP46. Crétin er al. (1990)
Lcpiniec etal. (1992)

eFlaveria trinervia C4 (hoja) pecFeppel-1 Poctsch eral. (1991)

ednacystis nidulans Procariética _ Ishijima ez al. (1992)
Katagiri et al. (1985)

eAnabaena variabilis Procariética _ Luinenburg y Coleman (1992)

eEscherichia coli Procaridtica pLC20-10 Fujita ez al. (1984)

oConyneh ium gl Procariotica pUCpp2 Eikmanns et al. (1989)

{-



ANTECEDENTES

eESTRUCTURA MOLECULAR, REACCION Y REGULACION.
IL1, Estructura de la proteina.

Las secuencias deducidas de aminodcidos de PEPC de plantas superiores y formas procaridticas
estdn disponibles c¢n los bancos dc datos (Genbank, Swissprol, eic.) y en las referencias
bibliogrdficas citadas. La PEPC-C3 esta compuesta de 967 amino4cidos en G. max (Sugimoto et
al., 1992), 966 cn A, sativa (Pathirana e/ al., 1992), 964 cn N.tabacum (Koizumi et al., 1991), 956
en Solanum (Metkelbach et al, 1993), 967 en Flaveria (Poctsch et al, 1991), 966 en
Mesembryanthemun (Cushman et al., 1989), 960 en Sorghum (Crétin et al., 1991) y 970 en Z.
mays (Kawamura ef al,, 1992). En la Tabla 2 se mucstra una comparacioén de secucncias de

amino4cidos de diferentes PEPCs.

Tabla 2. Comparacién de secuenciss de aminaicidos de diferentes PEPCs. Los valores indican i
porcentsje de identidad determinado por el siineamiento mis favorabla individualmente en cade caso
por el programa GENETYX.Glicine Max (Gm), Nicotians tabscum (Nt), Mesembryanthemun
crystallinum (Mc), Sorghum vulgare (Sv) y Zea mays (Zm). 1soforma €3 (C3), Isoforma C4 (C4). (Tabls
tomada de Sugimoto er al., 1992))

Especies GmCI oNtC3 oMcC) oSvCI oeMcCAM oSVL2C4 oZm C4
oSvL1C4 716 T8 726 72.8 70.3 74.6 86.6
oImC4 78.8 774 78.9 78.5 75.7 70.0

oSvL2 C4 83.7 82.4 836 84.5 80.3

oMc CAM 818 8L4 826 84.0

Sy C) 87.1 86.7 86.2

McC3 86.9 88.3

Nt C3 87.6

Modificaciones quimicas de la enzima cn maiz muestran que los siguientes residuos pucden estar
cercanamente relacionados al sitio activo dc la cnzima: 2 argininas, 4 lisinas, 2 histidinas y de 5-7
cistcinas (Iglesias et al., 1983; Chardot y Wedding, 1992),

La localizacién de algunos dc estos aminodcidos y su funcién cn PEPC estdn descritos en la Tabla

S
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3. Ademds de otros aminodcidos que son muy conservados: 6 a 7 cistefnas, 3 lisinas, 17 argininas y
4 residuos de histidina (zui ef al., 1986; Poctsch et al., 1991). Sélo 2 aminodcidos, valina™! y
serina”™ de la enzima en Zea mays (valina’® y serina”™ en caso de Flaveria trinervia) son
especificos para mono y dicotiledoneas C4, éstos no se encucntran en formas C3 y CAM (Poetsch
et al., 1991). En las sccucncias de PEPCs de formas eucaridticas y procaridticas hasta el momento
analizadas, sc han encontrado regiones altamente conscrvadas que cstdn involucradas en la unidn a
PEP y en la actividad catalitica (Jiao et al., 1991; Poetsch et al., 1991), estos andlisis de homologia

apoyan los datos de los experimentos de modificacion quimica.

Tabls 3. Localizacion de sminoicidos esenciales y su posible funcién en PEPC. *Secuencias altamente
conservades en varias especies en procariontes y eucariontes,

sAminokcido sLocatizacton/Secuencis  oPorible funcion *Ocurrencis

o Serina EKHHSIDAQLR Regulacion de la fosforilacion Homélogo en

N-terminal plantas superiores

» Histidina ILVLTAH'TPTQS Formacién de OAA pro y eucariontes

o Lisina *GYSDSGKS*DAG Sitio activo -la misma-

» Histidina I *FHS?GRGGTVGRGGGP  Unidn o PEP -la misma-

o Cisteina 196, 308, 335, 419, 424, 426, 687 interaccion entre las -in misma-
subunidades

* Valina EYRSVAlyVK Desconocida Cd-especifico

o Scrina PWIFS'™®WTQ Desconocida Cy-especifico

C-terminal

Arboles filogenéticos, construidos a partir de secucncias de aminodcidos de 26 formas diferentes de
PEPC, muestran quc la enzima de Ia planta dicotiledonea C4 F. trinervia estd mas cercanamentc
relacionada a las isoformas C3 (V. fabacum y G. max) y C3/CAM de M. crystallinum que a las
formas C4 dc PEPC de monocotileddneas (Koizumi et al., 1991, Poctsch ef al., 1991; Kawamura ef

al., 1992; Sugimoato ¢t al., 1992; Lepiniec et al., 1993). Esta obscrvacion apoya la idea de que los
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grupos de plantas C4 mono y dicoliledéncas evolucionaron independientemente uno de otro
(Raghavedra, 1980).

11.2, Isoformas.
Hasta el momento son conocidas tres isoformas de PEPC en plantas superiores: la forma
fotosintética C4 que cataliza 1a fijacion del CO, cn la primera reaccion de la lamada nuta C4. La
existencia de esta via metabdlica reduce la pérdida de energia originada por la fotorespiracion (la
cual ocurre en plantas C3) y explica los altos rendimicntos obtenidos en plantas C4 cuando son
cultivadas en climas con altas temperaturas ¢ intensa ilumunacion; la isoforma CAM con una
funcién también de tipo fotosintético. En cstas plantas de clima desertico la fijacion del CO, ocurre
solamente duranic la noche, ¢l malato producido a cxpensas del oxaloacctato producto de la
catividad de PEPC, cs utilizado como un donador de carbono duranie la folosintesis que ocurre
durantc ¢l subsccuente periodo luminoso y por ultimo la forma de PEPC no autotréfica de tipo
anaplerdtico teniendo un papel muy importante cn ¢l abastccimicnto de compuestos de cuatro
carbonos al ciclo de Krebs, que pasan a formar parte de aminoicidos (Q'Leary, 1982; Andrco ¢t al.,
1987). Estas isoformas pucden scr distinguibles por sus propicdades cromatogrdficas,
inmunoldgicas y cinéticas.
En hajas de sorgo s prescmian dos isoformas de PEPC, una forma que ocurre en hojas ctioladas
que presenta caracteristicas C3 mientras que la forma presente en hojas verdes muestra propiedades
cinéticas y regulatorias tipo C4. No cxiste intcrconversién cntre cstas, lo que indica que cstas dos

formas son codificadas por genes difcrentes. Tres difcrentes isoformas han sido detectadas cn hojas

verdes, hojas ctioladas y en rafz de Zea mays (Hudspeth and Grula, 1989; Schaffncr y Sheen,

1992). Estas isoformas estan codificadas por difcrentes gencs (Hudspeth y Grula, 1989; Hermans y
Westhoff, 1990). La presencia de miltiples formas de PEPC sugiere que uno de los cventos mds
importantcs durante la evolucion de las plantas C4 fue ¢} desarrollo de un mecanismo regulatorio
para una expresion diferencial especifica de los genes de PEPC,

7
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IL3, Mecanismo de reaccién,
La PEPC cataliza la f-carboxilacién de PEP para producir OAA y fosfato inorgdnico (O'Leary,
1983, Andreo ef al., 1987). La reaccion es esencialmente irveversible. La enzima requiere HCO;
para su activacion y ¢s dependiente de cationes bivalentes in vivo, preferentemente Mg?*, pero
pucde utilizarse Mn2* o Co?* in vitro (Q'Leary, 1983).
Una seric de trabajos recientes proveen Ja demostracion del mecanismo de reaccion (Janc ef al,,
1992). Et orden requerido de adicién de los reactantes es Mg?*, PEP y HCO;". Se ha propuesto que
los altos niveles de sinergismo cn la unidn de substratos estd en funcién dc que el complejo PEP-
Mg sitve como substrato a PEPC. Después de la unién sccuencial de Mg?*, PEP y HCO, a la
enzima, la reaccidn de carboxilacion parcce proceder cn dos etapas principales: 1) formacidn del
carboxifosfato y ¢l enolado de piruvato; descomposicién del carboxifosfate y liberacion de CO, ¥
fosfato inorgénico a partis de éste; y 2) carboxilacion del enolado por el CO, para la formacién de
OAA. (Andreo et al., 1987)

11.4. Regulacion de Is actividad enzimitica.
Varios factores/fenémenos tienen influencia en la regulacion de PEPC. El prado en que 1a actividad
puede verse afectada puede diferir dependicndo del origen de la enzima y la presencia de otros
factores interactuantes. Los principales mecanismos de regulacion postraduccional se¢ debent a
cambios en el estado de fosforilacion de la cnzima y a la forma oligomerica de la proteina (ésto sélo
esta documentado in vitro). Ademds dc que otros factores tales como hormonales, nutricionales o
luminosos modulan la expresion del gen, la actividad enzimatica es directamente dependiente de
los niveles idnicos y del pH.
Se ha demostrado que algunos compucstos pucden inhibir (<) algunas de las reacciones que son
mostradas cn la figura 1. El conocimento y 1a informacién que se tienen hasta el momento es
inadccuado ¢ insuficiente para detallar las posibles interrelaciones que se presentan entse los
estados fosforilacidn/desfosforilacion y oligomerizacién de la enzima in vivo.

8
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Figura 1. Representacion simplificads de Is regulscion de PEPC por varios factores/fendmenos.
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ANTECEDENTES

ILS Fosfoenolpiruvato carboxilasa em frutos verdes.

Estudiando el significado de intercambio fotosintético y respiratorio en 1a economia del carbono en
frutos de chicharo durante el desarrollo se ha observado que la vaina contribuye con
aproximadamente un 10% de crabono de la semilla a través de la fotosintesis del CO, respirado, lo
cual es una cantidad nada despreciable considerando la produccion global (Flinn et al., 1977).

Se ha observado que durante ¢l deasarrollo del fruto éste es capaz de refijar principalmente el CO,
Hliberado de la respiracion mitocondrial de la semilla. El andlisis de las enzimas fijadoras de CO,
atmosférico en los frutos muestra que muy poco de éste ¢s fijado por medio de la Rubisco (enzima
del ciclo de reduccion fotosintética del carbono) en relacion a lo que fijan las hojas. La actividad de
estas enzimas en las paredes de 1a vaina de chicharo es de 10 a 100 veces menor que la actividad
de las hojas (Hedley et al., 197%). En ¢l pericarpio verde del grano de trigo, s¢ ha detectado una
preponderancia de productos de PEPC marcados tales como aspartato, citrato, malato y glutamato
después de un minuto de exposicion a CO, en la luz (Aoyagi y Bassham, 1984). Ademds,
considerando la actividad de PEPC en base a la protena, se han descrito relaciones PEPC:Rubisco

"de 1.7 a 1.4 para el fruto de tomate mientras que para hoja los valores son alrededor de 0.1 (Laval-

Martin et al,, 1977).

Por otro fado las caracteristicas cinéticas de la PEPC de fruto deifieren de la PEPC de otros
modelos. Esto ha llevado a proponer que en los frutos estd ocurriendo un tipo de fotosintesis
caracteristico de ese drgano al cual denominaron "fotos{ntesis de fruto”. (Blanke y Lenz, 1989). Sin
embargo, hasta Ia fecha no se ha definido si realmente la PEPC de fruto estd funcionando
fotosintéticamente. El hecho de que esta enzima tenga un pape! anaplerético importante en algunos
tejidos hace suponer que ésta podria ser su principal funcidn en fruto.

En un trabajo realizado por Delgado (1992) en frijol, se observd que 1a PEPC se localizaba en
mayor cantidaden tejido interno de la vaina. Ello concuerda con la hipdtesis de que csta enzima
juega un papel importante en 1a reasimilacion del CO; respirado por 1a semilla, que se acumula en
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la cavidad de la vaina. Por otro lado, al proporcionar a la vaina 'CO; desde su cavidad infterna
observd que aparecian marcados los compuestos sacarosa, glicina, serina, almidén, aspanato,
glutamato y glutamina. Esto indica que el CO, se esta fijando en el tejido interno de la vaina y que

los esquelelos carbomados estan siendo utilizados para la sintesis de almidén y aminodcidos.

*ESTRUCTURA Y EXPRESION DE LOS GENES QUE CODIFICAN LA PEPC.
La naturaleza del gen de PEPC ha sido ampliamente estudiada principalmente en tres especies C4
principalmente Zea mays, Sorghum y Flaveria trinervia. La expresion y regulacion diferencial det
gen de PEPC en plantas C4 son ya un e¢jemplo cldsico en la biologia molecular de plantas (Sheen,
1991; Schaffner y Sheen, 1992), en contraste con la investigacién de especies C3 (Glycine max,
Nicotiana tabacum, Flaveria pringlei, Medicago sativa); CAM (Mesembryanthemum crystallinum)
y formas procariontes (Escherichia coli, Anacystis nidulans y Anabaena variabilis) de las que se
conoce muy poco. Aunque las plantas de tipo C3 poseen una PEPC estructuralmente muy similar a
la enzima C4 (Matsuoka y Hata, 1987), la expresion genética en estas especics es muy diferente
(Schaffner y Sheen, 1992).

IL6. Estructura del gen.
Una familia de gencs nucleares con tres o cuatro miembros codifican las diferentes formas de PEPC
las cuales son caracteristicas para cada tcjido / drgano. En mafz por ejemplo existen la forma
fotosintética especifica C4 de hoja y las formas no fotosiniéticas C3 de raiz, tallo y hoja etiolada
(Hudspeth er al., 1986; Hudspeth y Grula, 1989, Crétin er al., 1990; Hermans y Westhoff, 1990;
Poetsch et al., 1991; Schaffner y Sheen, 1992; Lepiniec ef al, 1993). Existen mﬁltiplbs clonas
gendmicas que han sido caraclerizadas y designadas diferencialmente en Sorghum, Zea mays y F.
trinervia (Tabla 1).
En malz, los genes para diferentes isoformas de PEPC sc encuentran separados en cromosomas
difercnies; por cjemplo la forma C4 ¢n ¢l cromosoma 9, la forma C3 encl 7y la forma de raiz en el
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cromosoma 4 & 5 (Izui ef al., 1992). La isoforma C4 especifica de hoja estd codlﬁcada por un sdlo
gen en sorgo (Crétin ef al., 1991, Lepiniec et al., 1991) y maiz (Hudspeth y Gruta, 1989), mientras
que en F. frinervia la forma especifica de hoja estd codificada por miltiples genes (Hermans y
Westhoff, 1990; Poetsch ef al,, 1991). La multiplicidad de genes de Ia forma C4 especifica de hoja
en F. trinervia (dicotiledénea C4), a diferencia del gen Wnico en maiz y sorgo (monocotileddneas
C4), parece ser una propicdad excepcional de dicotileddneas (Hermans y Westhoff, 1990). Analisis
mas completos de los genes de PEPC en otras dicotileddneas C4 podrian revelar su significancia
evolutiva,
Todos los miembros de la familia de genes C4 de PEPC poseen los componentes tipicos de los
genes: exones/intrones, marcos de lectura abiertos, segiones 3' no waducibles, secuencias 3'
poliadeniladas, secuencias §' regulatorias y factores de iniciacién/terminacion de la transcripcion,
Por jemplo, ¢l gen ppc en malz es de 5.3 Kb, consistiendo de 10 exones y 9 Intrones (Hudspeth y
Grula, 1989). Este gen no contiene motivos o cajas regulatorias L, I o G, que s¢ encuentran
usualmente en genes que codifican enzimas fotosintéticas como Rubisco (Nelson y Langadale,
1992). Por otro fado contiene motivos RS1-3 en la regién 5', los cuales interactian con factores
nucleares (Yanagisawa y Izui, 1990, 1992).
El gende ppe en F. trinervia contiene un marco de lectura abierto de 2898 pb, 30 nucledtidos de
sceuencia 5' no traducible, una region de 222 pb 3' no codificadora y una sefial de poliadenilacion
de 9 nuclettidos (Poctsch et al,, 1991). El coddn de iniciacion (ATG) estd localizado en una
secuencia consenso del sitio de iniciacion de 1a traduccidn ¢n plantas (Matsuoka y Minami, 1989),
Secuencias cortas y repetitivas 5' son caracteristicas de genes regulados por luz como es ¢l caso de
la subunidad pequefia de Rubisco (1b¢S). El gen ppe en maiz contiene varias de estas secuencias
(Hudspeth et al., 1986, Hudspeth y Grula, 1989). Ahora bien las tipicas cajas TATA o CATT,
comunes en genes eucarioticos, no se encuentran en fa region 3' de la secuencia de sorgo y maiz
(Hudspeth y Grula, 1989; Matsuoka y Minami, 1989; Crétin et ai., 1991). En {ugar de esto, se
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encuentran secuencias ligeramente modificadas TATTT asi como eclementos CCAAT, no
sabiéndose si éstos son funcionales.
Anlisis de las clonas de ADNc de PEPC que han sido aisladas hasta el momento indican que la
mayoria de las secuencias conservadas se encuentsan en la regién C-terminal, sugiriendo que esta
zona comprende parte del sitio catalitico. Las regiones N-terminal que son conscrvadas pueden
estar involucradas cn la regulacion alostérica de 1a enzima (Matsuoka y Minami, 1989).

IL7. Expresiin diferencial,
Un estudio detallado de 1a familia de genes en sorgo y una evaluacion con respecto a sus relaciones
filogenéticas con otras plantas indica que una casacteristica distintiva de Ia forma C4 d¢ PEPC es
que posee un nivel de expresién genética importante en cuanto a estructura primaria s¢ refiere
(Lepiniec et al., 1993). La expresién de PEPC no depende solo del érgano, estado de desarrolio 0
iluminacion, sino que sc ha propuesto que la expresion diferencial del gen puede deberse a factores
nucleares cspecializados, metilacién dc ADN o a la existencia de distintos promotores (Kano-
Murakami y Matsuoka, 1992; Nelson y Langadale 1992, Schaffner y Sheen, 1992).
La fotosintesis C4 es resultado de actividades metaboiicas integradas de dos difcrentes tipos de
células: las células de! mesdfilo y las células de la vaina del haz vascular (Hatch, 1987). La
especializacion de estas células se Heva a cabo por una cxpresion celular selectiva de ios genes que
codifican a ias enzimas de la via metabdlica C4 a través de regulacidn transcripcional y/o
traduccional. (Nelson y Langadale, 1992). Un modo de expresién tcjido-cspecifico cs a través de
regulacion transcripcional por factores nucleates que interactuan con regiones promotoras, esto
ocurre por ¢jemplo en maiz regulando la expresién del gen ppe (Yanagisawa y lzui, 1990, 1992).
Otro modo de expresion selectiva es Ia metilacién de ADN en meséfilo, esta modificacion dei ADN
impide la unién de protcinas activadoras nuclcarcs, testringicndo asi la cxpresién del gen. La
metilacion de ppe ocurre particularmente cn fas células de la vaina del haz vascular especialmente
cn los estadios finalcs de diferenciacién tisular (Yanagisawa y fzui, 1990).
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Schaffner y Sheen (1992) sugieren que durante la evolucion de la fotosintesis C4, el gen de ppe s
resultado de patrones de expresidn especificos pos adquisicion de secuencias regulatorias y de
psomotores Unicos, probablemente por un rearrcglo gendmico. Estudios de expresion muestran que

1a region $' del gen ppe en plantas C4 puede modular 1a expresion celular especifica.

oMANIPULACION GENETICA DE PEPC.
Una vez conocida la secuencia del ADN complementario que codifica la PEPC de tipo C4, el gen
(ppe) fue clonado y expresado cn bacterias y plantas C3. La clonacién exitosa del gen ppc fue la
basc para los cstudios de mutagénesis dirigida, que ayudaron a clucidar la importancia de ciertos
residuos de aminodcidos en las propiedades cataliticas y regulatorias de la enzima,

11.8. Clonacién y expresiéa transgénica.
Mutantes de £, coli deficientes cn PEPC han sido complementados con el gen ppe de 1a isoforma
C4 de Sorghum (Crétin ¢t al., 1991), determinando por actividad, ensayos inmunoquimicos y SDS-
PAGE que las bacterias transformadas producen, una enzima funcional y de tamafio normal, la
cual puede ser fosforilada in vitro por la PEPC-cinasa dc sorgo. Estc sistema representa una
herramienta interesantc para preparar grandes cantidades de proteina pura para estudios
bioquimicos.
Plantas transgénicas de tabaco, con el gen ppc de maiz (Hudspeth ef al., 1992) y sorgo (Tagu ef al.,
1991) han sido producidas, estudiando la expresion y propiedades de PEPC en estas plantas. El
tamafio del transcrito de ppc en plantas transgénicas de labaco corresponde al mRNA en maiz
(Hudspeth ef al,, 1992). Pero en ¢l caso de sorgo ¢l tamafio del transcrito es aparentemenie el
mismo que cn tabaco (planta C3) (Tagu ef al., 1991). La variacién del tamafio de! transcrito en las
plantas transgénicas puede deberse a un inadccuado inicio de la transcripcion (Hudspeth ef al.,
1992). Si bien la actividad de PEPC en plantas transgénicas de tabaco ¢s tres veces superior a las
plantas control, cstos nivcles son relativamente bajos comparados con las plantas C4 (Hudspeth ef
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al., 1992). Dos diferentes isoformas de PEPC fucron identificadas en plantas transgénicas de tabaco
{Hudspeth et al., 1992) Una forma que corresponderia a la enzima original de tabaco con una baja
Kyypep) ¥ una scgunda forma que corresponderia a la enzima C4 con una alta Ky ppp). En las
plantas transgénicas ¢l contenido de malato fue mayor que en las plantas control, lo que mucstra el
aumento cn la actividad de PEPC y la incficicncia de estas plantas para descarboxilar matato.

11.9. Mutagénesis dirigida.
El residuo de scrina fosforilable (ser®) en PEPC de sorgo fue cambiado por mutagénesis dirigida a
cistelna (SBC) y cido aspdrtico (SBD) (Wang et al, 1992). Los resultados comparando Ja enzima
normal con las mutantes indican que la ser® es una determinante importante cn la segulacion de la
actividad de PEPC en sorgo por el metabolito efector negativo (L-malato), pero no por ¢l positivo
{glucosa 6-P). La fosforilacién del rcﬁidun de serina de PEPC en sorgo pudo ser simulada con dcido
aspartico (Wang ef al., 1992).
La mutacion de histidina!® a asparagina (H138N) cn PEPC de £ coli di como resultado una
enzima que no muestra actividad general de carboxilasa, pero puede catalizar 1a desfosforilacion
bicarbonato-dependicnte de PEP (Terada v Jzui, 1991). Ademds la his'?8 es de alguna mancra
esencial para la etapa de carboxilacién del enolado de piruvato por CO, {a partir del carboxifosfato)
dusante la reaccién de PEPC. Por otro lado Ja mutacién dc Ja his’?” a asparagina (HST9N)
producida en 1a cnzima de £ coli mucstra un 69% de actividad carboxilasa con respecto a la
enzima normal, pero su afinidad por PEP decrementd 24 veces (Terada ef al., 1991). El grupo
imidazol de 1a his®™ no es por lo tanto, determinante para la catalisis de la enzima pero juega un
papel muy importante en funciones regulatorias. Un ultimo estudio de mutagénesis indica que la
arginina*®” puede cstar involucrada cn la unién de HCO,™ a PEPC en E. coli.
Todos estos cstudios de mutagéncsis con la enzima en E. coli proveen una base molecular para tas
observaciones de modificaciones quimicas en los residuos esenciales para la actividad enzimdtica
de PEPC (Iglesias y Andreo, 1983).
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L. OBJETIVOS,

A

El objetivo general de este trabajo es generar una sonda homéloga del gen de 1a fosfoenolpiruvato
carboxilasa de frijol. La sintesis y carcierizacion de esta sonda dard la oportunidad de aislar el
¢DNA de este gen, asi como de realizar diferentes andlisis de expresion y regulacion del mismo.

Los objetivos particulares son los siguicntes: 1) Ampiificacion selectiva de un segmento especifico
de ADN conteniendo 1a secuencia exacta del gen de la fosfoenolpiruvato carboxilasa expresada en
frijol utilizando la técnica de PCR 2) Clonacion y secuenciacion del fragmento amplificado con ¢l
propésito de obtener una sonda homéloga para el gen de PEPC. La secuenciacion de este fragmento
y 5u comparacion con secuencias ya conocidas dard la posibilidad de conocer, como primera
aproximacion, el tipo de isoforma que s¢ expresa en vaina de frijol. 3) Determinar el numero de

genes que codifican a la enzima PEPC en frijol.
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IV, MATERIALES Y METODOS.

ePREPARACION Y PURIFICACION DE ADN.

IV.1, Material bioldgico,
Hojas jovenes de frijol (Phaseolus vuigaris L. var. Black Valentine) fueron empleadas para la
extraccion de ADN gendmico, Las plantas fueron cuitivadas en macetas con tierra de hoja y en

condiciones de invernadero. Las hojas fueron colectadas, lavadas con agua destilada y congeladas

con nitrégeno liquido para posteriormente scr almacenadas a -70 °C hasta su uso.

IV.2. Estraccién y purificacién de ADN gendmico con CTAB.
La purificacién de ADN genémico en plantas sc lleva a cabo preferentemente por el tralamiento
por CTAB (Bromuro de cetil-trimetilamonio). Este detergente posce cargas positivas las cuales
inseractian con la carga negativa dc] ADN en altas concentraciones de sales formande un complgjo
soluble. En etapas subsecuentes un decremento en 1a concentracion de sales causa la precipitacion
de ADN scpardndolo de otsos componentes, especialmente polisacdridos en solucién. (Brown,
1991). Es importante quc el ADN csté completamente libre de impurezas ya quc esto puede inhibir
reacciones enzimaticas posteriores.
1. Pesar 2.5 g de tejido y triturat en mortero con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino.
2. Transferir ¢l tejido pulverizado a un tubo corex y agregar 10 mil de amortiguader CTAB a 65 °C
(2% p/v CTAB, Tris HCI 0.1 M [pH 8.0}, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, 1% PVP). Incubar por 15
min a 56 °C mezclando suavemente para disolver los dcidos nuctéicos.

3. Agregar 10 ml de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) cerrando perfectamente 1a tapa del tubo,
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invertir varias veces hasta formar una cmulsion.
4. Centrifugar a 12,000 xg en un rotor JA-20 por 10 min a 20 °C. Transferir fa fasc acuosa a un
nuevo tubo corex.
S. Agregar 0.2 volimencs dc una solucion de CTAB al 5% p/v, mezclar y repetir Ia extraccién con
cloroformo-alcohol isoamilico.
6. Medir el volumen de la fase acuosa transferirlo a un tubo nuevo y agregar un volumen igual de
amortiguador de precipitacion (CTAB 1% p/v, Tris HC1 50 mM {pH 8.0}, EDTA 10 mM). Mexclar
por inversion suavemente ¢ incubar a 4 °C por 18 min.
7. Centrifugar a 5000 xg por 15 min a 20 °C y descartar el sobrenadante.
8. Adicionar 2 ml de TE pH 8.0 contenicndo NaCl 1 M para redisolver la muestea, para esto puede
calentarse a 56 °C por 10 min.
9, Colocar 1a muestra en hiclo y adicionar 2 volimenes de ctanol absoluto frio. Mezclar suavemente
por inversion.
10. Centrifugar a 12 000 xg por 10 min a 4 °C en rotor JA-20 y descartar cl sobrenadante.
11, Lavar la pastilla suavemente con ctanol frio al 70 % centrifugar nuevamente y secar la pastilla
en vacto,
12. Disolver ¢! ADN ¢n 0.2 ml de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM [pH 7.5)) a 4°C.
13. Agregar § pl de RNasa H 10 mg/mi (Boehringer) e incubar 30 min a 37°C.
14. Precipitar y recuperar ¢ ADN repiticndo las ctapas 9-12. Disolver en TE pH 7.5 o bien en H,0
cstéril.

V.3, Cuantificacién de ADN.
Existen dos tipos de métodos cominmente utilizados para medir la cantidad de dcidos nucléicos en
una preparacion. Cuando la muestta es lo suficicntementc pura, cs decis sin cantidades
significativas dc contasminanics como proteinas, fenol, agarosa u otro Acido nucléico, la medicion
cspeclrofétoméltica d(. la cantidad dc radiacidn ultravioleta absorbida por las bases cs lo mds
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adecuado. Las lecturas deben tomarse a una longitud de onda de 260 y 280 nm. La lectura a 260
nm permite ¢l célculo de la concentracién de 4cido nucléico en la muestra. Una D.O. de 1.0
corresponde aproximadamentc a 50 pg/ml para ADN dc doble cadena. Preparaciones puras de
ADN poscen valores de 1.8 a 2.0 del cocficiente D.0,40/D.0,40. Si existe contaminaci&n por otras
substancias quc pucden absorber radiacién ultravioleta como proteinas o fenol la relacién pucde
bajar significativamente y su adecuada cuantificacién no cs posible.
Si la cantidad de ADN cn la mucstra es muy pequefia o conticne cantidades significativas dec
impurezas, la cantidad de 4cido nucléico puede ser estimada por la intensidad de fluorescencia
cmitida con bromuro de ctidio, éste se intercala cn las moléculas de ADN por lo que la cantidad de
fluorescencia es proporcional a la cantidad dc ADN y de ésta manera pucde visualmente ser
estimada (Sambrook, 1989).

V.4, Electroforesis de ADN.
La clectroforesis en geles de agarosa ¢s el método comunmente utilizado para scparar, identificar y
purificar fragmentos de ADN. La técnica cs simple, rdpida de interpretar y capaz de resolver DNA
que puede ser adecuadamentc recuperado por otros procedimicntos y ser utilizado en experimentos
posteriores.
1. Prepasar un gel al 1.0-1.2% derriticndo completamente la cantidad corrccta de agarosa cn
amortiguador TBE 1X (10 g de Tris base, 5.5 g d= acido bérico y 4 ml dc EDTA 0.5 M [pH 8.0}
por litro) en un homo de microondas, ¢l volumen no debe ocupar mds del 50% del volumen del
recipiente utilizado. La concentracion va a depender del tamaflo de las moléculas dc ADN y cl
grado de separacion que se desec.
2, Agregar bromuro de ctidio (solucién stock de 10 mg/ml en agua) a una concentracion final de
0.5 pg/ml y mezclar perfectamente.
3. Vaciar la solucién cn ¢l molde teniendo cuidado de que no sc formen burbujas cn ¢i gel o entre la
dentacién del peinc. El gel debe tencr un grosor de 3-S mm,
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4. Una vez que ¢l gel estd completamente polimerizado (30-4S min a temperatura ambiente) quitar
cuidadosamente e} peinc. Colocar ¢f gel en un aparato de electroforesis (HE33 Horizontal
Submarine Unit Hoefer Sci. Inc.). Utilizar TBE 1X como solucion de corrida (alrededor de 200 mi)
cubriendo ¢l gel con aproximadamente ! mm de amortiguador,
S. Agregar » las muesiras de ADN amortiguador de carga 1X (azul de bromofenol 0.25%, xilen
cianol 0.25% y sacarosa al 40% en agua) y mezclar. Cuidadosamente cargar las muestras en los
pozos del gel sumergido con una micropipeta automdtica.
6. Conectar los electrodos con un poder constante de 80-100 volts. Correr el gel hasta que el azul
de bromofenol llegue a una distancia de 1 a 2 cm del borde del gel.
7. Examinar el gel en transiluminador de luz ultravioleta (UVC),

IV.S, Purificacién de ADN por Geneclean 11 (310101 Inc),
El procedimiento Geneclean ¢s un método ripido y eficiente de recuperacion y purificacion de
ADN de casi cualquier tipo y grado de agarosa. Esta técnica se fundamenta especialmente en el uso
de una matriz de silice (Glasmilk) a la que se une al ADN de cadena sencilla y doble separindolo
de otro tipo de contaminantes (Brown, 1991) y se realiza de 1a siguiente manera:
1. Obscrvar ¢l gel en ¢l transiluminador, cortar ja banda descada de ADN y colocaria en un tubo de
microcentrifuga previamente pesado. Medis el volumen considerando que ! g equivale
aproximadamente a 1 m! de agarosa y agregar 3 volamenes de Nal 6M. En el caso de que s¢ haya
utilizado amorntiguador TBE en el gel agregar 0.5 volimenes de modificador TBE y 4.5 volimenes
de ﬁnl por peso de agarosa.
2. Calentar ¢l tubo de 45 a 35°C hasta que la agarosa esté totalmente disuclta. Esto es en
aproximadamentc S min. ‘
3. Agregar S i de Glassmilk para una solucion que contenga menos de 3 pg de ADN e incubar en
hiclo por § min mezclando cada ! 6 2 min, tratando de quc el Glassmilk sc mantenga
homogeneamente en solucion,
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En caso de una mayor cantidad de ADN, adicionar 1 ul de Glassmilk por cada 0.5 ug de ADN
adicional.

4. Dar un pulso de centrifugacién de S seg en microfuga y descartar ¢l Nal.

S, Lavar la pastilla dc Glassmilk con 200-700 ul de New Wash frio (solucién concentrada de NaCl,
Tris, EDTA y ctanot). Dar un pulso de contrifugacion de 5 segy descanar el sobrenadante. Repetir
2 veces més cl lavado con New Wash.

6. Una vez terminados los lavados la pastilla de Glassmilk resultante ¢s resuspendida en el menor
volumen posible de amontiguador TE o bien en agua estéril incubando de 43 a 35 °C por 2-3 min.

7. Centrifugas pos 30 seg recuperando la elucién que contiene ¢! ADN. En este paso la
recuperacitn es casi completa. Si es necesario s¢ puede hacer una segunda elucién para aumentar la
recuperacion.

8. Tomar una alicuota de la elucién final y estimar la cantidad y eficiencia de recuperacion por
electroforesis de la mucstra en gel de agarosa al 1%.

9. El ADN obtenido a partir de la purificacién por Geneclean es utilizado directamente para
cualquicr reaccidn enzimatica.

IV.6. Obtencitn de ADN de una biblioteca de ADNc de valna de frijol cloneda en AZipLox.
AZipLox es un vector de expresion derivado del bacteriofago A el cual combina la capacidad de
clonacién de ADN complementario con Ia conveniente y ficil manipulacion de pldsmidos. En cste
sistema ¢! ADN puede ser recuperado sin necesidad de subclonar efectuando la escisién in vivo
para generar la replicacion auténoma del pldsmido pZL1 empleando la ccpa DHIOB (ZIP) de E.
coli (Fig.2). E proccso de escision in vivo esta basado en la existencia, en el bacteriofago P, de un
sistema dc recombinacién sitio-cspecifico compuesto de dos elementos: un locus que actaa en cis
(loxp) y una proteina (Crc) Ja cual cafaliza el entrecruzamicnto de secuencias de los dos sitios loxP

que sc encuentran flanqueando a pZL 1. Una vez liberado y circularizado pZL1 por medio de la
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M [} incA Ia!
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Replicacion de pZL1
Bloqueo de replicaclén de pZIP
Divisién celular
Seleccion con ampiciling

Figura 2. Mecanismo de escislin in wro de pZL1 de AZipLox.
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accién de Cre, el locus incA de este plismido bloquea fisicamente ¢! origen de replicacion de pZIP,
plasmido propio de la cepa DH10B, et cual codifica a la proteina Cre. De esta manera se favorece
1a réplica de pZL1 y s inhibe Ia de pZIP (D'Alessio, 1992).

Para conseguir ADN complementario de la biblioteca clonada en AZipLox sc siguio ¢l siguiente
protocolo:

1. Activar las bacterias £. coli cepa Y1090 con 200 p! de medio S.0.C. (20 gt de peptona, 5 gr de
extracto de levadura, 0.5 gr de NaCl, KCl 250 mM, MgCl, 10 mM y glucosa 20 mM por litro) e
incubar por 10 min a 37°C.

2. Plaquear las bacterias en medio LB (10 g triptona, 3 g extracto de levadura, 10 g de NaCly 15 g
de agarosa por litro) contenicndo 10 pg/mi de kanamicina y 0.2% de maitosa ¢ incubar a 37 °C

- durante toda la noche.

3. Tomar una sola colonia ¢ inocular 10 mi de medio LB con 10 pg/ml de kanamicina y 0.2% de
maltosa ¢ incubar a 37 °C durante toda ta nochecon agitacion a 200 rpm.

4. Infectar 100 p! de cultivode DH.IOB (ZIP) con 1X10° ufp de fagos recombinantes AZipLox de la
biblioteca de ADN complementario. Incubar a 37 °C por 30-45 min.

5. Sl finalizar 1a incubacion agregar 3-6 mi de top-agarosa (10 g dc peptona, $ g de extracto de
levadura, 5 g de NaCl, 0.94 g de Mgciz y 7.5 g de agarosa por litro) a 50 °C. Mezclar rdpidamente
por inversion y vaciar el contenido inmediatamente en cajas con medio NZY (10 g de peptona, S g
de extracto de levadura, 3 g de NaCl, 0.94 g de MgCl, y 15 g de agar por litrp).

6. Esperar a que solidifique ¢l top-agarosa ¢ incubar a 37 °C de 8-12 hrs con las cajas dc Petri
invertidas, |

7. Una vez que las placas de lisis sc han desarrollado al tamafio deseado, enfriar las cajas a 4 °C por
un tiempo minimo de 2 hrs,

8, Calocar cl‘ filtro de nylon (Geue Screen ™) sobre la placa por algunos scgundos, ascgurdndose
de que no quede aire entre la membrana y ¢l top-agar.
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9, Levantar cuidadosamente el filtro con pinzas teniendo la precaucidn de no rasgar la capa de top-
agarosa. Colocar ¢l filtro en una caja cstérit de Petri conteniendo 3 mJ de amortiguador de dilucion
PDB (NaCl 0.1 M, MgSO, 0.01 M, Tris HCI {pH 7.5}, gelatina 0.1%) y Javar varias veces las
particulas de los fagos. Finalmente levantar el filtro permitiendo caer fa solucién totaimente,

10. E! fago eluido puede ser utilizado para la reaccion de sinteis amplificadora por PCR.

11. ADN plasmidico de doble cadena fuc empleado para las reacciones de sintesis amplificadora
por PCR, para su preparacion sc parte de la infeccion de £. coli DHIOB (ZIP) con el fago AZipLox,
esto se inocula a 25 mi de medio NZY con 100ug/m! de ampicilina incubando a 37 °C durante toda

1a noche con agitacion a 200 rpm y se continia con la extraccion dc ADN plasmidico.

sAMPLIFICACION DE ADN POR PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION).

V.7, Principio del método.
La técnica relativamente reciente de reaccidn en cadena de la pofimerasa (PCR) cs una idea
original de Kary Mullis ¢cn 1986 rccibiendo por esto el premio Wl. posteriormente fue
desarrollada significativamente por Henry Eslich, Norman Amhcim y Randy Saiki (Saiki ef al.
1988). Nuevas metodologias y aplicaciones basadas ch csta técnica se estdn descubriendo por lo que
PCR sc ha convestido ¢n una herramicnta muy poderosa utilizada en biologia molecular, la cual ha
cambiado mucho la manera en a cual cran realizados una amplia variedad de experimentos.
La técnica d¢ PCR 3 un método enzimdtico de sintesis dc multiples copias de un segmento
especifico dc ADN preseleccionado que s¢ encuentra entre regiones de secuencia conocida (Figura
3). Una amplificacién de esta magnitud facilita enormemente procedimicntos subsecuentes como la
obtencion de sondas especificas, clonacién de ADN gendmico y ADN, asf como su secuenciacion
directa. La reaccidn de ampliﬁcaciép se fleva a cabo empleando dos oligonucledtidos que son
utilizados como iniciadores para una scric de reacciones sintéticas que son catalizadas por una
ADN polimerasa termocstable. Estos oligonucledtidos son diferentes sccuencias que son

24




“

MATERIALES ¥ METODOS
' complementarias a secuencias que 1) se sitian en cadenas opuestas de! ADN wtilizado como molde

y 2) flanquean ¢l segmento dc ADN que va a ser amplificado.

ADN origingl e ADN+Iniciudores+dNTPs
Oligo iniciador = +ADN polimerass termoestable
ADN sintetizado "

|

l Desnaturalizacion 96°C y sintesis 72°C
‘_J
l I

—~ - ‘
‘i { Desnaturalizscion y sintesis o
o i{
~ —
:Y 1
-l ~ L. Desnaturalizacion y vintesis
(RN B 1t 1
i & i 8‘ etc.
efc. eic, i

Figura 3. Amplificacion de ADN por PCR. El ADN para ser amplificado es desnaturalizado en
presencia de una ADN polimerasa termoestable, un exceso de deosinucledtidus trifosfatos y
oligonucledtidos que se unen especificantente s uns secuencia conocida inlciendo 1a sintesis Ei producte
e acumulado en forma exponenciai en cads ciclo de amplificacion.

E} ADN utilizado como moldc ¢s primeramente desnaturalizado cn presencia de concentraciones
excesivas de cada uno de los oligonucledtidos y los cuatro desoxinucledtidos trifosfates A, C, Gy T.
Posteriormente ia reaccidn cs jicvada a una temperatura cu ia que ios oligonucledtidos iniciadores
s¢ unen a su correspondicnte cadena complemestaria. Los iniciadores son orientados con
lcrminacioncs’ 3' de tal mancra quc la sintesis por ia ADN polimerasa sc extienda a través de ia
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regién del ADN molde entre los iniciadores. El principal producto de esta reaccién exponencial es
un segmento de doble cadena de ADN en donde la terminacién de la sintesis esta definida por los
extremos ' de los iniciadores y su tamafio estd en funcion de la distancia entre estos. El hecho de
que cada iniciador es complementario a una de las nuevas cadenas sintetizadas permite que cada

nueva cadena pueda participar como molde en ciclos subsecuentes de extension iniciadora y de

amplificacién del segmento. De cste modo cada ciclo de desnaturalizacion, iniciacion de la

complementacién y extension enzimatica duplica la cantidad de ADN del ciclo previo.
1V.8, Selecclén y dlsefio de los oligonucledtidos iniciadores.

Uno dec los factores mds importantes para la realizacién de la técnica PCR es la scleccion de
iniciadores. Se deben observar diversas condiciones, dependiendo de la informacion disponible de
secuencias de ADN para estar en posibilidad de encontrar un par de iniciadores "idcales". El
principal criterio que debe scr considerado es la capacidad del iniciador para la formacion de un
duplex hibrido estable en un sitio especifico de ADN. La estabilidad de los iniciadores estd en
funcién de la scleccidn de aminodcidos que se haga. Lo mejor es seleccionar secu;ncias altamentc
conscrvadas, con minimas degencraciones y tomando en cucnta el probable uso de codones. Su
tamafio recomendable es de 20-28 nucledtidos con un 50-60% de composicién G+C ademds de que
el tamafio de ADN a amplificar entre los iniciadorcs también debe ser considerado.

Los oligonucledtidos iniciadores utilizados cn el presente trabajo fueron los siguicntes:

Oligo Forward

§' GGC(TGA)AAG(A)CAA(G)G(C)AA(G)GTC(GTA)ATGA(G)TT(ACG)GGC(ATG)TA ¥

Oligo Reverse

¥ CTC(T)TACATG(A)TTA(G)C(G)TC(T)ACCGGA(TGC)AAG(A)AA &

Los paréntesis indican las degeneraciones en ¢l cddigo genético tomando en cucnta el probable uso
de codones. La sintesis de estos oligoﬁuclcétidos fue realizada en un sintetizador dc ADN (Applied
Biosystems) cn el Instituto de Fisiologia Celular dc Ja UNAM.
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Estos oligonucledtidos se encuentran flangucando una 2ona del ADN bastante conservada que
codifica para las secﬁcncias deducidas de aminodcidos dc PEPCs hasta ahora conocidas (Figura 4).
En esta region estdn comprendidas secuencias muy conservadas que contienen residuos de
amino4cidos los cuales s¢ ha propuesto son escnciales o estdn involucrados en: ¢l sitio activo de ta
enzima (GYSDSGKDAG) y el sitio de unién al substrato FHGRGGTVGRGGGP) (Cushman et
al., 1989; liao ef al., 1990; Crétin et al.,, 1991; Poetsch et al., 1991). Ademas de un residuo de
cisteina (cis®87) de las 5 a 7 que pucden estar involucradas en las interacciones entre las
subunidades para mantener 1a estructura tetramérica de la enzima (Andreo ef al,, 1987) o en la
regulacion redox (Chardot y Wedding, 1992).
Ahora bien como estos experimentos tenfan como objeto obtener una sonda especifica fue necesario
descantar la posibilidad de que estas secuencias también se encontrasan conservadas en otras
enzimas que utilizan a PEP como substrato como la fosfoenolpiruvato cinasa y 1a fosfoenolpiruvato
carboxicinasa. El resultado de 1a bisqueds de similitud de secuencias en el Genbank mostrd que
estas secuencias son exclusivas para PEPC.

IV.9. Reaccidn de amplificacién por PCR.
1. En un tubo eppendorf estéril de 0.5 ml agregar en cf orden siguientc: 34 pl de agua estéril, 5 pt
de amortiguador de amglificacidn 10X (Tris-HCI [pH 8.4) 200 mM y KCI 500 mM), 4 ! de MgCl,
50 mM, 1 ul de una mezcia 10 mM de desoxinucledtidos trifosfato, 200 ng (en 2 ul de agua) de
oligo iniciador forward y 200 ng (en 2 pl de agua) de oligo iniciador reverse, 100 ng de ADN
molde en 1-3 ul y por ultimo 1 unidad de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL). Es conveniente para
multiples reacciones, preparar una mezcla maestra para minimizar la pérdida de reactivos y
disminuir en lo posible el pipeteo.
2. Mexclar perfectamente y agregar 40 pl de aceite mineral (Sigma M-3316) para prevenir la
evaporacion de 1a mucstra durante repetidos ciclos de calentamicnto y enfriamicnto,
3. Incubar la muestra en un ciclador wrmico (Gibco BRL) a 94° C por 10 min para desnaturalizar
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«Oligo Forward 2 .
oGlycine max mringkqev MiGYSDSGKD AGrfsaawgl ykageclimv akqygvkitm FHGRGGTVGR GGGPthlail sqppetihgs 663
oMedicage sative inridgkqev MIGYSDSGKD AGrisaawgl ykagedlikv agkfgvkitm FHGRGGTVGR GGGPthlail sqppetihgs
eNicatiana tabacum mringkqev MIGYSDSGKD AGrfsaawgl ykageclikv akchgvkitm FHGRGGTVGR GGGrthlail sqppdtiggs
eSevghum wigare C3 knringkqev MiGYSDSGKD AGrlsaawal ykageelvq akeygvkitm FHGRGGTVGR GGGPthlail sqppetvngs
oFlaveria pringlei raridgkgev mIGYSDSGKD AGrfsaawql yiegeqivki akefgvkivi FHGRGGTVGR . GGGrthlail sqppdtihgs
oZea mays C3 rgrfigkqev mIGYSDSGKD  AGrisaawgl ykageelikv akdfgvkitm FHGRGGTVGR  GGGPthlail sqppdtihgs
oSolenum tuberosum mringkgev miGYSDSGKD AGrisaawgl ykageeliqv akefdvkitm FHGRGGTVGR GGGPahlail sqppetihgs
oZea mays C4 mdrikgkqqv ~ MVGYSDSGKD AGrlsaawgl yrageemaqv akrygvkltl FHGRGGTVGR GGGPhlail sqppetvngs
eSorghum valpere C4 mnringkgev MICYSDSGKD AGrisaawqm ykageclikv akhygvkitm FEGRGGTVGR GGGPrthlail sqppdtibgs
oFlaveria trinervia mridgkqev MIGYSDSGKD AGrfsaawgl yktgeqivki akefgvklvi FHGRGGTVGR GGGPthlail sqppdtings
oSaccharum hibrido mringkqgev MIGYSDSGKD AGrfsaawgl ykageelinv aklygvkitm FAGRGGTVGR GGGPrthlail sqppetihgs
eSitio Activo oUnién a PEP
. € Oligo Reversee
oGlycine max Invtvggevi egsfgeghlc frtlqrflaa = gaafkhwi.. .ckdvinihv lqcmynqwptl 819
oMedicago sativa Irvtvggevi egsfgeehlc frtlgrftaa = paafrgvv.. .gkdvknlhm Iqemyngwpfl’
oNicstians tebacum Intvggevi egsfgechic frilgritaa = gaafkyai.. dkdiknirm themynewpfl
oSorphum wigare C3 Irvtvggevi egsfgechic frtlqritaa = gaafgyai.. .gkdvknlsv IqkmynewpfT
oFlaveria prisglei Irvtvqgevi egsfgechic frilqrfcaa = gaaftkhai.. kkdsknlgm Igemyktwpfl’
oZea mays C3 Irvtvqgevi eqsfgeehic frtiqritaa = gaafknvl.. .qkdirnthm Igcmynewpfl’
oSolanum tuberosum Invtvggevi egsfgechic frilqrflaa = gaatkyai.. .ekdiknirm Iqemynewpff
oZea mays C4 irvivqgevi efcfgeehlc | fqtiqritaa = gaafkfai. .dkdvmfqv Ikemynewpff
sSerphum wuigare C4 Irvtvqgevi ehsfgeelic friiqrytaa = gaaikhim.. .qkdimihvy Ikemynewpfl’
oFlaveria trinervia Irvtvggevi eqsigechic frilqrfcaa = gaafkhai .gkdskniqm Igemyktwpfl’
eSaccharam hibrido Invtvqgevi egsfgeehic fitlgritaa = gaafkhvl.. dkdimiqt Iqemynqwptl

Figura 4. Dos eligonuciestidos facron sintetizados flanguesndc saa regioa aitamente conservada de PEPC, incluyendo secucncias involucradss e el sitio active
(GYSDSGKDAG) ¥ Ia union al substrato (FHGRGGTVGEGGGP). Los primers SGGCAAGCAAGAAGTCATGATTGGCTAS', 3'CTCTACATGTTACTCACOGGAAAGAAS
fueroa stilizados para la sintesis amplificadora por PCR Comparacioa de secuencias de aminoicides determinadss por el pregrama de alincamieato GCG.
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completamente ¢l ADN,

4. Ciclar la temperatura de la reaccién de amplificacion de la forma siguiente: a) desnaturalizacidn
294 °C por | min b) complementacién de los iniciadores a 55 °C por | min y ¢) extensién a 72 °C
por 2 min. El nimero de ciclos debe repetirse 30-50 veces.

3. Incubar Ja reacciéna 72° C por 10 min,

6. Analizar los productos de amplificacién por electroforesis cn gel de agarosa al 1% utilizando los

marcadores de peso molecular apropiados.

¢CONSTRUCCION E IDENTIFICACION DE MOLECULAS DE ADN RECOMBINANTE.
La primera ctapa experimental real de la clonacién molccular es Ia construccién de moléculas
recombinantes por la insercién de fragmentos de ADN dentro de un vector (Fig. $). En este sentido,
uno de los procedimicntos mas carateristicos cn biologia molecular es la utilizacién de cnzimas con
actividades especificas para [levar a cabo manipulaciones controladas de moléculas de ADN.
IV.10. Clonacién molecular.

—Preparacién del vector plasmidico para Ia clonacién molecular (Brown, 1991).—
1. Digerir 10-20 pg de pldsmido circularizado pTZI8R (Pharmacia) con un exceso de 2-3 veces de
la cnzima de restriccién descada por 2-4 hrs a Ia temperatura de restriccion indicada. Tomar una
alicuota y por electroforesis en un gel de agarosa al 1% .observar si 1a digestion es completa
comparando con un pldsmido no lincarizado. De no ser asf, agregar mis enzima y continuar con la
incubacidn.
2. Cuando la digestion sc ha completado, cxtracr la ﬁmcsua con fenol:cloroformo y precipitar cl
ADN con 1/10 de volumen de NaOAc 3M pH 5.2 y 2 volumencs de etanol frio, Recuperar ¢l ADN
por centrifugacion a 12, 000 xg en microfuga y disolver cn 18 il de agua estéril.
3. Agregar 2 pl de amortiguador de CIP 10X (ZnCl, 0.1 M, MgCl, 0.1 M y Tris-HCI 0.5 M [pH

8.3])y 1 pul dc fosfatasa alcalina CIP (] unidad) ¢ incubar a 37 °C por 1 hr, Esta
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enzima cataliza la desfosforilacion 5' del ADN,

4. Terminada la reaccion correr la muestra en clectroforesis en gel de agarosa al 1% y purificar cl

pTZISR
2870bp .
lacZ ’

GOTCGACTCTAUAGOATCCCQGATACCAOAGCTCGAATTCCC
: CCAGCTUGAGATCTCCTAGGGCCCATGGCTCGAGCTTAAGGG
; Sall Xbsl Bamll Smal Kpnl Sacl EcoR1i

§ pTﬁ + - T4 ADN Ilgm o
- 2
| -_—

ADN por el método Geneclean.

Ampicilina*

Producto de am| “nuclbn por PCR

Figura 8. Clonaclén de productos de ampiificacion por PCR en el vector pTZI8R. La T4 ADN ligans
cataliza la formacion de enlaces fosfodiester entre fosfato 5'-hidroxilo 3' en ADN de doble cadenn.

~—Fosforilacién de ADN (Brown, 1991).—
S. Purificar el ADN producto de la amplificacién por PCR por electroforesis de la reaccion

completa y recuperacidn por Geneclean.

i 6. Digerir el ADN con la cnzima de restriccién correspondicntc por ¢l tiempo y temperatura
adecuada,
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7. Agregar 1/10 de volumen de amortiguador PNK 10X (Tris-HC! 0.5 M [pH 7.6}, MgCl, 0.1 M,
ditiotreitol S0 mM, espermidina | mM, EDTA | mM [pH 8.0), ATP | mM y | ul de T4
polinucledtido cinasa (! unidad) e incubar 30 min a 37 °C. Esta enzima cataliza la transferencia de
y-fosfato del ATP a las terminaciones 5' del ADN.
8. Una vez que la reaccion ha terminado proceder con Ia purificacion por Geneclean,

—Ligado del inscrto de ADN al vector (Brown, 1991).—
9. Preparar la reaccidn de ligado mezclando lo siguicnte: 0.1 g de ADN plasmidico linearizado y
desfosforilado m4s 0.3 ug de ADN fosforilado. Es importante la scleccion de concentraciones
apropiadas vector-ADN que van a utilizarse, dependicndo del experimento y tipo de unidn, En cste
caso la proporcion es 1:3 en un ligado de extremos cohesivos,
10. Agregar 1 ul de amortiguador de ligado 10X (Tris-HC1 0.5 M {pH 7.6}, MgCl, 100 mM.
ditiotreitol 50 mM, 500 pg/ml de BSA) y 1 ! de T4 ADN ligasa (0.5 unidadcs).
11. Incubar la reaccién a 16° C por 16-18 hrs. Una ligacién completa y correcta puede analizérsc
con la transformacion de células competentes.

V.11, Transformaclon de células competentes.

La ctapa principal del experimento de clonacién es la generacion ¢ identificacion de clonas
recombinantes por la introduccion de las moléculas de ADN sintetizadas dentro de células huésped.
Para la transformacidn fueron utilizadas células competentes E. coli cepa Epicurian coli NM522.
La ic:ntificacion sc fundamenta en la a-complementacion (Sambrook, 1989). El vector de
clonacién como la mayoria de los que son comunmente utilizados, posee una secuencia que codifica
1a B-galactosidasa (JacZ). En esta regidn codificadora iu-. encucnira un sitio de policlonacion que no
interrumpe el marco de lectura dando como resultado la intercalacion de un pequefio numero de
aminodcidos dentro del fragmento N-terminal del gen (Fig. 5). Vectores de este tipo son utilizados
en células huésped que codifican para la porcidn C-teminal de P-galactosidasa. Si bien ninguno de
los dos fragmentos es por si mismo activo, estos pueden asociarse para formar una protcina
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enzimdticamente activa (Sambrook, 1989).
Este tipo de complementacidn cn ¢l cual 1a delecion del segmento operador-proximal del gen lac
¢s complementado por mutantes P-galactosidasa-negativos que tienen la region operadora-proximal
intacta cs Mlamada o-complementacion, Las bacterias Lact que son resultado de la o
complementacion son reconocibles porque las colonias son de color azul en presencia del substrato
cromogénico 3-bromo-4-clora-3-indolil-p-D-gatactosa (X-gal). Ahora bien, la insercion de un
fragmento de ADN dentro del sitio de policlonacién del plasmido da como resultado la produccion
de un fragmento N-terminal que no ¢s capaz de realizar la a-complementacion. La bacteria que
contenga plésmidos recombinantes por csta razén formard
colonias blancas Lac™,
1. Apregar a la reaccion de ligacion 90 ul de células compctcnleg ¢ incubar en hielo 30 min.
2. Transferir Jos tubos a 42 °C por 2 min.
3. Agregar 300 p! de medio LB despuds del choque térmico ¢ incubar por 1 hra 37 °C.
4. Centrifugar 20 seg y resuspender cn 100 pl de agua, 10t IPTG (isopropil tio p-D-galactosido) y
50 ! de X-gal al 2% cn dimetilformamida,
5. Plaquear en cajas de medio LB con ampicilina (60 ug/m). Incubar 12-18 hrs a 37 °C.
7. Seleccionar las colonias blancas y transferirias a una nueva caja con LB con antibidtico. Incubar
12-18 hrs a 37°C,

V.12, Minipreparacion ADN plasmidico.
La cstructura dc pldsinidos recombinantes puede ser verificada rdpidamente por andlisis de
restriccién de minipreparacioncs de ADN plasmidico, .
1. Cultivar 1a clona descada en medio liquido LB con ¢l antibidtice requerido a 37 °C duranie toda
la noche con agitacion a 200 rpm.
2. Tomar 1.$ nil de medio en un tubo y centrifugar por 10 scg en microfuga a 12, 000 xg.
3. Descartar cl sobrenad;lmc y resuspender perfectamente la pastilla en 100 pt de H,0 estéril,
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4. Agregar 300 pl de buffer TENS (Sol. TE [pH 8.0] contenicndo SDS al 0.5 % y NaOH 0.2 M)
Mezclar en vortex de 2-5 seg.
S. Adicionar 150 plde NaOAc 3M pH 5.2, Mezclar en vortex de 2-5 seg.
6. Centrifugar por 2 minutos y pasar ¢l sobrenadante a un tubo nuevo.
7. Agregar 900 pi de etanol absoluto frio, mezclar perfectamente y centrifugar por 2 min.
8. Lavar la pastilla 2 veces con etanol al 70% centrifugando 2 min en cada uno de los lavados. .
9. Resuspender la pastilla agregando 40-100 pl de agua estéril,

IV.13. Extraccidn de ADN plasmidico.
Es indispensable que el ADN que vaya a ser secuenciado esté completamente puro; su calidad es un
factor critico en cste tipo dc metodologias. Las prcparaciones dec ADN plasmidico cstdn
cominmente contaminadas con oligodcoxiribonucledtidos y ribonucledtidos, los cuales pueden
servir como iniciadores al azar o pueden tener contaminantes que puedan inhibir reacciones
enzimdlicas posteriores. EI ADN plasmidico puede ser purificado con ¢l siguienete método con
buenos resultados en cuanto a rendimicnto y purcza. (Brown, 1991)
1. Cultivar la clona descada en 25 ml de medio LB con ¢l antibiético requerido a 37 °C durante
toda la noche.
2. Centrifugar las células a § 000 xg en rotor JA-20 por 10 minutos.
3. Descartar ¢l sobrenadante y resuspender las células en 5 ml de NaCl 10 mM, repetir la
centrifugacion,
4. Resuspender la pastilla en 0.6 ml dc amortiguador de lisis (Tris HCI 25 mM [pH 8.0), EDTA 10
mM, Sacarosa al 15% y Lisozima 2 mg/ml), incubar 26 min en hiclo,
5. Agregar 1.2 m! de una solucién contenicndo 0.2 M NaOH, 1% SDS. Mezclar suavemente ¢
incubar 10 min cn hielo.

6. Agregar 0.75 mi de Acctato de sodio 3M pH 5.2, Mezclar cuidadosamente ¢ incubar 20 min cn

hiclo. Centrifugar 15 min a 6500 xg cn ¢l rotor JA-20,
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7. Transferir el sobrenadante a un nucvo tubo. Agregar 5 ul de RNasa lb mg/ml ¢ incubar 30 min a
3rC,

8. Extracr 2 veces con un volumen igual de fenol:cloroformo.

9. Precipitar con 2 voltmenes de etanol absoluto por § min a temperatura ambicnte.

10. Centrifugar 10 min a 8000 xg.

11, Lavar la pastilla con ctanol al 70% y resuspender en 168 ul de agua estéril y transferir a un
tubo eppendorf, Adicionar 32 pl de NaCl SM. Mezclar perfectamente y agregar 200 pl de PEG
(polictilenglicol) 8000 al 13%.

12, Mezclar perfectamente ¢ incubar en hiclo por una hora,

13. Centrifugar en frio durante 10 min a 12,000 xg.

14. Descartar ¢l sobrenadante, centrifugar nucvamente tratando de ecliminar lo mas posible ¢
polictilenglicol.

15, Lavar la pastilla con ctanol al 70%, centrifugar 5 min y secar en vacfo 1-2 min,

16. Resuspender la pastilla en 50 pt de TE [pH 8.0) o bien agua ecstéril y cuantificar su

concentracidn leyendo 1 pl a 260 nm.

«INMOBILIZACION DE ADN Y ANALISIS DE HIBRIDACION.

IV.14. Transferencia por capilaridad de ADN a membranas de nylon,
Los andlisis d¢ ADN con hibridacion por Southern-blol son usualmente realizados por la
transferencia de ADN que es desnaturalizado in situ y transferido del gel a un soporte sélido
generalmente membrana de nylon o nitrocclulosa. La posicién relativa del ADN es conservada
durante la transferencia al soporte y de esta manera ct ADN unido al filtro pucde ser hibridado con
ADN marcado radiactivamente (Sambrook, 1989).
1. Cottar la membrana de nylon (Gene Screcn ™) exactamente del mismo tamatio del gel.
2. Humedecer la membrana en agua destilada por algunos scgundos.
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3. Equilibrar la membrana en SSC 10X (NaCl 3 M, Citrato de sodio 0.3 M) por 15 min,
4. Colocar ¢! gel en una solucién 0.25 N HCl por 15 min en agitacién constante.
5. Lavar el gel con agua destilada para remover el exceso de HClL
6. Colocar el gel en una solucion 0.4 N NaOH/0.6 M NaCl por 30 min con agitacién constante.
7. Posteriormente colocar ¢l gel en una solucidn 1.5 M NaCl/0.3 M Tris-HCI [pH 7.5} por 30 min
con agitacion constante.
8. En la movilizacién capilar dc ADN de geles de agarosa a un soporte sélido sc utilizé como
solucién de transferencia SSC 10X, La solucién es Hevada de un reservorio inferior pasando a
través det gel hasta una pila de papel absorbente. El dcido nucléico es eluido del gel por la cqrrienle
en movimicnto de la solucidn y cs depositado en la membrana de nylon. Un peso aplicado encima
de 1a pila de papel absorbente ayuda a asegurar cstrechamente la conexidn entre las capas de
matcrial utilizado en el sisteina de transferencia,

~Fijacién de ADN.—
9. Una vez que la transferencia se ha completado (12-18 hrs) sc retira la membrana del gel y se
ponc en una solucion 0.4 N de NaOH por | min en agitacion,
10. Neutralizar fa membrana en 0.2 M Tris-HCl {pH 7.5}/SSC 1X por un minuto.
11. Para fijar ¢] ADN una vez quc la transferencia sc completd, la membrana debe ser lavada en
SSC 2X para climinar los residuos de agarosa. Una vez hecho csto, sc coloca Ja membrana en una
picza de papel filtro y sc fija utilizando UV Crosslinker (Hocfer Scientific Ins.) por 2 min con una
encrgla de 12000 microjoules por cm? (SambrooK, 1989).

IV.15, Marcaje y preparacion de 1a sonda. ‘

Es conocido quc los oligonucicbtidos pucden servir como iniciadores para la sintesis de ADN en
moldes de cadena sencilla por DNA polimerasas, Cuando los oligonucledtidos son de secuencias
heterologas pucden hibridar cn muchas posiciones del ADN molde sirviendo de esta manera para
iniciar 1a sintesis de cadena complementaria. El ADN sintetizado ¢s marcado radiactivamente con
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una alta actividad especifica utilizando [a-32P}dNTPs como precursores, (Sambrook, 1989).
—Reaccién de marcaje— ‘
Para el marcaje del ADN se utiliz6 el Kit Random Primer Extension System (DuPont).
1. E1 ADN para poder scr marcado requiere estar linearizado. La cantidad de ADN utilizado én la
reaccién ¢s de 50-100 ng en un volumen no mayor a 12 pl.
2, Desnaturalizar ¢l ADN calentando la muestra a 95-100 °C por 10 min ¢ inmediatamente poner
cn hiclo.
3. Agregar 6 ul de amortiguador 53X de Random Primer Extension (83X hexanucledtidos al azar cn
Tris [pH 7.6}, MgCl, 0.1 M, BSA y 2-mercaptoetanol).
4. Agregar 6 ul de una mezcla 5X de desoxinucledtidos trifosfatos al tubo de reaccidn.
5. Agregar la cantidad dc agua desionizada requerida considerando un volumen final de reaccién
de30pul.
6. Adicionar 2 ul de dCT32P (actividad especifica 3000-6000 Ci/mmol, con una concentracién de
20 mCi/ml).
7. La rcaccion es iniciada por la adicién de 1 pl del fragmento Kicnow ADN polimerasa (2.5
unidades).
8. Mczclar y dar un pulso de centrifugacion. La reaccion s¢ deja incubando 3 hrs a temperatura
ambiente.
~—Purificacién de la sonda.—
La purificacién de la sonda sc hizo por medio de columna de Scphadex, csto es con el fin de
scparar ¢l ADN marcado de los nucledtidos no incorp&ados (Sambrook).
9. A una jeringa descchable de plistico de | ml colocarle una malla de fibra de vidrio estéril y
compactarla con cl émbolo,
10. Llcnar la jeringa con Scphadex G-50 cquilibrado con amortiguador STE [pH 8.0) y empaquectar
centrifugando a 700 xg por 3 min a temperautura ambicnte,
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Agregar ¢l scphadex y recentrifugar hasta que cl volumen de la columna cmpacada sca
aproximadamente de 0.9 ml,
11. Agregar 0.1 ml de amortiguador STE a la columna y recentrifugar. Repetir 3 veces mds,
12. Aplicar 1a muestra de ADN en la columna en un volumen total de 0.1 mi (utilizando STE para
ajustar el volumen). Colocar fa columna en un tubo conico de 15 ml conteniendo en cl fondo un
tubo eppendorf sin tapa.
13. Colectar la mucstra centrifugando a 700 xg por 3 min a temperatura ambicnte. Medir ¢l
volunien recuperado.

~—Cuantificacion de la actividad especifica—
Antes de agregar la sonda radiactiva al sistema de hibridacién es indispensable cuantificar su
actividad especifica (Sambrook, 1989). Para csto sc realiza lo siguicnte:
14. Tomar 1 pl de la sonda purificada y ponerla cn una solucion fria de TCA al 10% (Acido tri-
cloro acético).
1S. Adicionar § p! de ADN-csperma de salmén desnaturalizado (10 mg/mi).
16. Filtrar al vaclo a través de un filtro GF/C Whatman y posteriormente hacer lavados en vacio
con 10 mI TCA al 10%y lucgo con 20 mi de ctahol frio.
17. Sccar cl filtro a temperatura ambiente,
I8. Introducir el filtro en un vial con 5 ml de lquide de centelico (0.} gr 2,2-P-Fenilenbis(s-
feniloxasol} § gr 2,5-Difeniloxasol, 1000 mi de Tolucno) y leer en un contador de centelico en un
canal de apertura de 50 a 1700,

V.16, Hibridacién por Southern-blot.

La hibridacién con dcidos nucléicos es una técnica fundamental en biologla molecular.
Virtualmente cualquicr aspecto de clonacion, caracterizacion y andlisis de genes involucra la
hibridacién de una cadena de ADN con otra para analizar la localizacién y complementaridad de
sccucncias particulares (Brown, 1991),
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Sonda de ADN
do con 32p
s | Transferencia
Electroforesis § | wwf de ADN Autoradiografia
Fragmentos de ADN ™ % | | e 4 i
Gel de Membrana Autoradiograma

agarosa de nylon

Figura 6. Hibridacion por Southern blot. Un fragmento de ADN que contiene determinada secuencia
puede scr identificado hibridando con una sonda marcada con 32P complementaria a Ja secuencia que
se¢ busca. E! fragmento que contiene 18 sccuencia se visualiza después por autoradiografia.

1, Humedecer Ja membiana de nylon cn SSC 2X por aproximadamente § min.

2, Colocar la membrana adherida a la pared del tubo de hibridacion, con ¢l lado en cl que se
transfiri6 ¢} ADN hacia cl interior del tubo.

3. Agregar la solucidn de prehibiidacion (fosfatos 0.25 M [pH 7.0}, SDS 7%, EDTA 1 mM y BSA
1%} en una cantidad aproximada de 50 wi por cm? de membrana,

4. Prehibridar por 2 hrs o durante toda la noche en ¢l horno de hibridacidn (R. Scientific) a 3.5 rpm
a una temperatura adecuada en funcidn a la homologia existente entrc ¢l ADN utilizado como
sonda y cl dcido nucléico a detectar. La temperatura de hibridacién cn nuestro caso fue de 65 °C.,

S. Desnaturalizar la sonda purificadn calentando a 95-100 °C por 10 min y pasar inmediatamente a
hiclo por 15 min antes de agregar a §a solucion de prchibxidacién.-
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6. La actividad especifica de la sonda marcada debe estar alrededor de 10%-10° dpm/ug de ADN y
€n una concentracion aproximada de 10 ng/mi para una hibridacién éptima,

7. Hibridar 1216 hrs a 3.5 rpm. La temperatura de hibridacién en este caso fue de 35 °C.

8. Los lavados de 1a membrana fueron de la siguiente manera: 2 lavados SSC 2X, 0.1 % SDS por
10 min a temperatura ambicnte (T.A.), 2 lavados SSC 0.5X, 0.1 % SDS por 10 mina T Ay un
lavado 0.125X SSC, 0.1 % SDS a 60 °C por 30 min. En cada caso se¢ monitored la radiactividad
fijada at filtro con un contador Geiger (Techn. Asoc. mod PUG) hasta observar un contraste notorio
eatre ¢l fondo y ¢! sitio de hibridacion especifico.

9. Después del ultimo lavado, cnvolver Ia membrana cuidadosamente en pidstico autoadhercnie
procurando que no se scque.

10. Exponer con peliculas para rayos X (Cronex DuPont) a la mcmbrana con intensificadores

(Dupont Cronex Lighting plus-TML 400015) a -70 °C por el tiempo que sc considere necesario,

+SECUENCIACION DE ADN,

V.17 llnuvién de secuenciacién por ¢} método de Sanger.
La técnica de secuenciacion por el métedo de terminacidn de cadena tiene como principio ¢l
método enzimatico Sanger (Sanger and Coulson, 1975) que sc basa cn la produccién de
poblaciones scparadas de oligonucledtidos marcados radiactivamente a partic de un punto
determinado y terminando cn un residuo especifico o ¢n una combinacién de residuos. Debido a
que varias bases dc ADN ticne 1a misma oportunidad de comenzar las terminaciones variables,
cada poblacion consiste de una mezcla de oligonucle&idos donde c! tamafio estd determinado por
Ia Jocalizacion de una basc patticular en ¢l ADN original (Sambrook, 1989).
Un importante avance en esla técnica fue la introduccion de los terminadores de cadena
didesoxinucledtidos trifosfatos (ddNTPs). Estos difieren de los convencionales dNTPs en que
carccen de un grupo hidroxilo en la posicion 3' de la desoxiribosa. Estos pueden ser incorporados
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por las ADN polimerasas cn la sintesis de una cadena de ADN por medio de sus grupos &
trifosfato, pero debido a la ausencia del residuo 3' hidroxilo, 1a formacion de un enlace fosfodiéster
con e} dNTP sucesivo ¢s prevenido. La extensidn de la sintesis de la cadena s por esta razon
imposible. De esta mancra cuando un ddNTP cs incluido con los cuatra dNTPs convencionales ¢n
una reaccion de sintesis de ADN, se lleva a cabo una competencia entre Ia extension de Ja cadena y
la infrecuente, pero especifica terminacion. Los productos de Ié reaccion son una seric de cadenas
de oligonucledtidos cn las que ¢l tamafio cstd determinado por la distancia entre ¢l iniciador usado
pam la sinlcSis dc ADN vy los sitios de tenninacion prematura. Utilizando los cuateo diferentes
ddNTPs cn cuatro reacciones enziméticas scparadas, son generadas poblaciones de oligonuct *0tidos
con tesminaciones cn las posiciones A, C, Gy T enel ADN original.
1. El ADN para poder ser sccuenciado requicre estar desmaturalizado. La cantidad de ADN
utilizado cn cada una de las reacciones cs de aproximadamente 5-10 pg.
2. Desnaturalizas ¢l ADN agregando 2 pl de una selucién recién preparada dc NaOH 2N, 2 mM
EDTA. Mczclar perfectamente ¢ incubar 10 min a temperatura ambicatc.
3. Agregar 8 ul de Tris-HCH IM {pH 7.5) frio y 3 pl de NaOAc 3 M {pH 5.2] sccuencialmente y
mezclar. Adicionar 75 pl de ctanol absolute frio, mezclar ¢ incubar a <70 °C por 20 min.
4. Centrifugar 10 min a 4 °C, remover cl sobrenadante cuidadosamente y das un lavado con ctanol
al 70% centrifugando 2 miny descartando el sobrenadante. Sccar 1a pastilla perfectamente.
Para cada scric de cuatro lincas de sccucnciacién, una sola reaccién de annealing y marcaje ¢s
utilizada.

—Reaccion de complementacién (anncaling) —
S. En un tubo cppendorf de 0.{» ml mezclar lo siguicnte: aproximadamente 20 ng de los
ofigonucicétidos iniciadares universales MI13/pUC de secucnciacion forward o reverse, 2 pl del
amortiguador de reaccion 5X (Tris HCI [pH 7.5) 1 M, MgCly 1M, NaC1 5 M )y 5 ug dc ADN, El
volumen total debe scr de 10 pl,
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6. Para ADN de doble cadena la reaccion de complementacion es incubada a 37 °C por 30 min.

~Reaccidn de marcaje—
7. Para reaccionces cldsicas, usualmente se dituye la mezcla de marcaje (dTTP 2 pM, dCTP 2 uM,
dGTP 2 pM) § veces con agua estéril y la polimerasa 1:10 (sequenasa 2.0 BRL) con amortiguador
de dilucion frio.
8. A cada reaccidn de anncaling agregar lo siguiente: 10 ul de ADN-iniciador (paso anterior), 1 pl
de ditiotreitol 0,1 M, 2 pl de mezcla de marcaje diluido, 0.5 pl de {a-3*S) JATP y 2 pl de
sequenasa diluida. Mezclar perfectamente ¢ incubar 2-5 min a temperatura ambiente,

~—Reaccién de terminacion.—
9. Marcar cuatro tubos con A, C, Gy T y agregar 2.5 pl de la correspondiente mezcla de
terminacion ddNTP a cada tubo.
10. Cuando la reaccién de marcaje sc ha complctado, transferir 3.5 pl de ésta a cada tubo de
terminacion A, C, G, y T.
1. Incubar a 37 °C por 5-10 min. Agregar 4 pl de solucidn de terminacién (formamida 0.1%,
xilencianol 0.1%, azul de bromofenol 0.1%, EDTA 10 mM {pH 8.0)) a cada reaccion,
12, Las muestras pueden ser almacenadas a -20 °C por varios dlas. Cuando cstas van a scr cargadas
en ci gel de secuenciacion, calentar a 75-80 °C por 2 min y cargar inmediatemente de 2-3 ul.

IV, 18, Electroforesis de gel de secuenciacion,

~—Preparacion de gel desnaturalizante de poliacrilamida (Brown, 1991).—
Las poblaciones de oligonucledtidos producto de las reacciones de secuenciacion son resucltas por
electroforesis desnaturalizante con poliacrilamida de alta resolucion bajo condiciones en las quc se
pucde discriminar entre ADNs individuales que dificren cn tamaito hasta por un solo nucledtido.
1. Lavar las placas de vidrio y scparadorcs con detergente y enjuagar completamentc con agua
corriente, scguido por agua destilada asegurdndose de que las placas queden perfectamente limpias,
2. Limpiar meticulosamente la superficic de las placas que van a cstar en contacto con ¢l gel con
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acetona y posteriormente con metanal.

3. Tratar una superficic de cada placa con 200 ul de una solucién de silicon (Sigmacote)
esparciendo uniformemente i3 solucion con kimwipes. Dejar secar.

4. Ensamblar las placas colocando entre ellas los scparadores y sellar alrededor con cinta aislante,
ascgurarse de que el seltado sea completo teniendo especial cuidado con las esquinas de las placas.
S, Para preparar $0 mi de gel desnaturalizante de poliacrilamida (40-50 cm):

Disolver 24 g de urea, 2.5 g de acrilamida y 100 mg de bisacrilamida en amortiguador TBE 1.25X
calentando a 37 °C. Desionizar por agitacién con amberlita MBL (2% phv). Una vez que csté
completamente disuclto filtrar a través de un disco Whatman,

6. Adicionar 25 mg dec persulfato de amonio y 20 ul de TEMED (N,NN'N'-tetrametil-1,2-
diaminoctano). Mezclar y vaciar utilizando una jeringa de 50 ml. Iniciar el vaciado del gel conun
dngulo horizontal de 45° aproximadamente y gradualmente disminuir Ia inclinacion conforme ¢t
molde se llene tratando de que cf flujo a través de las placas sea continuo y minimizando la entrada
de aire,

7. Una vez que ¢l vaciado es completo colocar ¢t gel en posicién vertical ¢ inmediatamente insertar
¢l peine colocdndolo por la parte no dentada a una distancia aproximada de 0.5 cm. Colocar en las
placas directamente sobre los scparadores las pinzas de union. Dejar polimerizar 1-2 hrs,

8. Remover la cinta aislante y favar ¢l exceso de urea con agua. Cuidadosamente remover el peine y
reinsertarlo con la parte dentada justamente sobre la superficic det gel.

9, Colocar i gel en cl aparato de clectroforesis (Gibco BRL). Utilizar amortiguador TBE 1.25X
como solucidn de corrida (alrededor de 300 il por cdﬁara) cn las cdmaras superior ¢ inferior,

10. Conectar los clectrodos con un poder constante de 35-40 watts (15002000 volts) y esperar
aproximadamente 30 min antes de iniciar {a corrida.

11. Lavar los pozos con amortiguador TBE utilizando una pipeta pasteur tcnicnd§ cuidado de
remover lotaimente los residuos de urea,
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12. Las muestras deben ser desnaturalizadas a 75-80 °C por 2 min y cargadas inmediatamente en
un volumen de 2-3 pl por reaccién. Cada serie de secuenciacion debe colocarse adyacentemente y
cn un mismo orden.

—Autoradiografia del gel de secuenciacién —
13. Una vez que la electroforesis s¢ ha completado, desmontar el gel del aparato y descartar el
amortiguador TBE .,
14. Separar las placas de vidrio cuidadosamente, utilizando para esto una ¢spdtula y procurando
que el gel permanezca adherido a una de las placas.
15. Cortar una pieza de papel 3MM ligeramente mas grande que el gel y colocarlo encima de éste
aplicando una ligera presion para que ¢l gel quede firmemente adherido a la superficie del papel.
16. Cubrir el gel con pldstico autoadherente y secar bajo vacio a 80 °C por 30-40 min.
17. Quitar el pldstico autoadherente y exponér ¢l gel con peliculas para rayos X °(Kodak XAR-5)

por 16-24 horas a temperatura ambicnte.

v
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V. RESULTADOS.

El objetivo practico del prescnte trabajo fue la obtencidn por amplificacion selectiva de un

segmento particular de ADN contenicndo una secuencia exacta del gen de la fosfoenolpiruvato

carboxilasa expresado en frijol utilizando 1a técnica PCR. Las aplicaciones técnicas utilizadas en ¢l

desarrollo del mismo son esenciales en biologia molecular, en este sentido no cs dificil entender la

importancia que tiene desarrollar de mancra confiable y eficiente este tipo de metodologias, en todo

caso, los protocolos y manipulaciones experimentales presentados estdn basados en méiodos bien

establecidos.

Tabla 4. Componentes de PCR y optimizacion de la metodologis basica.

Componente

Concentracion

Oligonucleotidos iniciadores:
Magnesio:
Desoxinuciedtidos trifosfatos:

Entre 0.1-0.5 um
2.5-4mM es generalmente dptimo

20-200 M, 1as concentraciones para cada ANTP deben ser
equivalentes

Tag ADN-Polimerasa: 1-2.5 unidades por 50 p! de reaccidn

ADN-molde: En forma de simple o doble cadena de 0.01-0.1 pg

Ciclos Temperstura/Tiempo

Desnaturalizacion: Condiciones tipicas, 96 °C por Imin

Complementacion: 5057 °C por | min dependiendo de la composicion de bases,
tamafio y concentracién del DNA molde

Extension: -Usualmente 72 °C por 1-2 min
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La ctapa mds critica en ¢ste tipo de andlisis cs en la cual sc definen las condiciones para determinar
la especificidad de la seric de reacciones sintéticas catalizadas por la ADN polimerasa por lo que
fueron probadas difcrentes condicioncs en los componentes de PCR ast como combinaciones de
dstas con cl fin de optimizar ¢! mélodo; s¢ realizaron curvas de concentracién de magnesio,
reacciones con diferentes cantidades de ADN molde y oligonucledtidos iniciadores ast como ¢l
establecimiento de los ciclos de desnaturalizacion, niciacion de 1a complementacion y extension

enzimdtica del ADN (Tabla 4),

86K

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de ADN gendmico de haja de frljol (carriles 2, 3 y 4).
En el primer cartil se observan marcadores de alto peso moleculsr de ADN del fago A, En los pozor del
gel (parte superior) se pucde abservar ADN reminlicente,
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RESULTADOS

La primera aproximacion para lograr ¢l mencionado objetivo se inicid establecicndo, cn serics de
reacciones, las condiciones para la deteccion especifica de la sccuencia de este gen utilizando como
material de andlisis ADN genémico extraido de hoja de frijol, 1o que obviamente implica seleccion
y aislamiento del fragmento especifico a partir de complejas mezclas de secuencias, EI ADN
gendmico fue extraido y purificado por tratamiento con bromuro de cetil-trimetilamonio,
Posteriormente fuc caracterizado cuantificando su rendimiento y pureza con mediciones
-espectrofoton¥étricas resultando sin cantidades significativas de contaminantes y por clectroforesis
en geles de agarosa at 0.8% (Fig. 7) con lo que se verificd su integridad al observarse una sola

banda de ADN de alto peso molecular, ademds de 1a ausencia de otros dcidos nucléicos.

Kb

LX

202

0.66>

Figura 8. Amplificacién por PCR de un fragmento de ADN gendmico de hoja de frijol de
t aproximadamente 660 pb (carriles 2, 3 y 4) utitizando oligonucledtidos iniciadares de secuencim
especificas de PEPC. El marcsdor estandar corresponde s ADN de A cortade con Hind 111
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Una vez comprobada la calidad de! ADN s¢ procedid a efectuar Ia reaccion de sintesis
amplificadora por PCR. Para cste propdsito, dos oligonucledtidos iniciadores
$GGCAGCAAGAAGTCATGATTGGCT y S'AAGAAAGGCCACTCAQTTGTACATCTCY
fueron sintetizados flanqueando una regidn altamente conservada de PEPC (Fig. 4) incluyendo
secuencias codificadoras involucradas en el sitio activo GYSDSGKDAG y la unién al substrato
FHGRGGTVGEGGGP (las flechas indican la direccion de la extensién por la Taq polimerasa).
Estos iniciadores fucron utilizados, analizando el exito del experimento por la presencia o ausencia
del fragmento amplificado en los productos de PCR por electroforesis en geles de agarosa (Fig. 8).
Los experimentos de amplificacion de ADN gendmico dieron como resultado un producto de
extension amplificadora de aproximadamente 660 pb, ¢l tamafio de estc fragmento era el esperado
en secuencia codificadora, es decir siempre y cuando no existieran intrones intermedios entre los
oligos iniciadores.

Para confismar la identidad de este producto de amplificacién, primcramente sc realizé su

clonacién en el vector pTZI8R en un sitio de restriccion Bam HI/Smal para su posterior

secuenciacion por cf método dideoxi de terminacién en cadena. Al proceder con el andlisis do
localizacion y complementariedad, determinado por el programa Genetic Computer Group, esta
sccucncia no mostsd ninguna homologia con las secuencias conocidas del gen pero se obscrvé una
amplificacién de moléculas inespecificas, ya que fa cxtensién iniciadora de ¢ste segmento fuc dada
unicamente por ¢l oligo iniciador forward (datos no mostrados).

Estos resultados obligaron a considerar un cambio en la manera en la cual se venian realizando
estos experimentos, por fo que se decidid intentar hacer nuevas series de reacciones teniendo como
ADN molde original una bibliotcca de ADNcomplementario de vaina de frijo} (Hernandez, 1995)
clonada en AZipLox y que posec un titulo de 2.28 X108 ufp.en lo que seria una especic de

escrutinio def gen en una poblacion molécular menos compleja y que Unicaniente contienc copias

ey
1

de aquellos genes que estdn sicndo activamente expresados.
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Figura 9, Anilisis de restriccion de los productos de excisién im vive de Ia biblioteca completa de ADNc
de vaina de frijol; sin digerir (carriles | y 5), EcoRI 2y 6) y EcoRL/Hind 11l 3 y 7) en donde se
observan diferentes tamsafios de moléculas clonadas y sl plismido pZLl de 4.3 Kb. Ei marcador
estandar corresponde a ADN de A cortado con Hind 111 (carvil 4).

De este modo se procedié entonces a realizar la escision in vivo de la genoteca completa obteniendo
ADN plasmidico, el cual fue digerido cn un ensayo de restriccién con las enzimas EcoRl y Hind
111, para posteriormente analizar los productos de restriccion por medio de electroforesis en agarosa
(Fig. 9) observandose fragmentos de tamafio diverso cn donde ¢l rango de ADN clonado esta entre
1-7 Kb. Esto nos llevaba a considerar que 1a biblioteca de ADN tenia las carcteristicas adecuadas
para realizar nuestra busqueda, siendo representativa por su titulo elevado de moléculas
recombinantes y por ¢l tamafio de ADN clonado, lo que nos daria bucnas probabilidades de
cncontrar la secuencia de PEPC y de estc modo gencrar una sonda homéloga.
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La extensién amplificadora dc un segmento dc tamadio adecuado de aproximadamente 660 pb
nuevamentc fuc obtenido con resultados altamente reproducibles. En csta ocasion se buscd poder
climinar la posibilidad de contaminacién y amplificaciones inespecificas por un lado teniendo
precaucién de la transferencia fisica de ADN cntre las muestras y por otro, incluyendo controles
positivo y negativo cn cada serie dc amplificacioncs. ADN de lambda ZipLox fue incluido como
control negativo de reaccién y pKS PEP61 quc conticne ¢l gen de PEPC de alfalfa como positivo
(Phatirana et al. 1992). Ademds de lo anterior se hizo nccesario otro tipo de prueba con

hibridaciones por Southern-blot (Fig. 10) utilizando como sonda a pKS PEP61,

Figura 10. A. Producto de amplificacién por PCR de DNA de In genoteca de valaa de frijol (carril 3),
incluyendo una reaccién con DNA de A ZipLox como control negslivo (2) y pKSPEPS1 como pasitivo
(4). B. Hibridacién por Southern-blot de este mismo, utiiizando como sonda el gen de PEPC de alfaifa.
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La seial de hibridacion fuc significativamente intensa, dando directamente una idea de un nivel
alto de similitud entre la secuencia del fragmento de ADN sintetizado y la sonda de PEPC,
independicntemente del nimero de copias del gen amplificado ya que ambas mucstran intensidades
de seftal muy parecidas. Estc tipo de evidencias: amplificacion sclectiva y condiciones de alta
scveridad de hibridacion (65 °C), son criterios por los cuales ¢s posible descartar la existeucia de
falsos positivos que resultan de reacciones de sintesis ¢ hibridaciones inespecificas.

Con estos experimentos se lograron dos propdsitos: asegurar que la clona con ef gen de PEPC sc
encontraba presente en la biblioteca de ADN complementario y estimar su abundancia relativa con

probabilidades estadisticas reduciendo de entrada ta complejidad del escrutinio de fa misma,

Figura 11. A, Bl fragmento de ADN amplificado de sproximadamente 660 pb fue clonsda en un sitio
BamHUSmal de pTZIBR (2.59 Kb) carriles 2, 3, 4 y S B. Hibridacion por Southern-blot de el plasmido
recombinante con in sonds pKSPEP6!.
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Con cl fin de confirmar Ia identidad de este fragmento era necesario precisar su sceuencia por lo
fue se realizd su clonacidn cn cf vector pTZIBR. Con el fin de incrementar 1a cficiencia de la
clonacion de los fragmentos de PCR cn csta ocasion sc incluyo un sitio de restriccion BamHi
(G/IGATCC) en cl extremo 5' del oligonuclettido forward, esta modificacion no afectd of patron ni

1a eficiencia de amplificacion del producto.

A B
GOA AAA CAA GAA GTU ATQ GTC GOT TAC TCA GAT TCA GCKE AAA GAT GET (A MGG
¢ K QE VMY GVY SD §GKDANGR

TTC TCA GCA GGG TGG CAG CTA TAT AAG GCT CAA GAG GAACTTATA AM GTT OCC
F § AAWOQULYIKANGQEEHULTHEKVA

AAG TTT GOT QT AAQ CTA ACC ATG TTC CAC GGT CGC GGT GOA ACT UTT QUA AGA
KFGVEKLTMFRGCGRGGT VG R

GGA QAT GOA CCT ACCCAT CTTQCT ATT CTQ TCT CAA CCA OAA ACA ATC CAG GOA
6 6 6P THILAILSQ?PETIHIQG

TCTCTCCOT OTG ACA OTC CAA GOT GAA QTC ATCOAG CAA TCA TTT AGO ACC CTQ
BLRVTVQGE NV tE QS5 FRTH

CAACAT TTC ACT GCO GCT ACT CTA GAA CAT GOA ATG CACCCA CCA ATC TCT CCT
QR FT A ATL EHGMHPRPRP I S5 P

AAA CCA OAA TAO COO GCT TTA ATG GAT QAN ATG GCT GTC ATT GCC ACT OAG GAT
KPFEWRALEMDEMAVIATED

TACCOT TCAATT GTO TTC AAG GAA CCA COT TTT GTT GAG TAT TTC CRC CTA GET
YRS IV FKEERTFVY EYFRILA

ACACCC OAG ATG GAG TAT GOT AGK ATO AAC ATT GOA AGT COA LCG Gh°A AAG AGA
TPFEMEYGRMNIGSR RUP AKR

AQGCCT AGT GOA GAC ATT GAA ACA CTG CAT GCQ ATACCT TG ATT 1TV GCT TGG
RPSGC G IFETYT LRATTPWIEF AW

ACC CAG ACA AGG TTT CATCTT CCAGTT TGO CT0 GGC TTT GOAGCA GCA YT AAA
T QTREF HLPVWILGFGAANTFK

CAAQTT CTT CAQ AAA GAT GTT AAG AACCTC CAT ATG CTG CAA GAG ATA TAC AAT
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Figura 12. A. Auloradiografin del gel de secucnciucion B. Secuencia de nucledtidos del fraugmento
sintelizade por PCR, con el producto de traduccion deducide en secuencia de aminoiacidos setalndo
bajo la secuencia codificadora.
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RESULTADOS.

El ADN sintetizado fue ligado entonces en el vector y el pldsmido recombinanie posteriormente fue
utilizado para transformar células competente de £ coli cepa Epicurean coli NM$22, Las colonias

positivas resultantes de la a-complementacion fueron analizadas con ensayos de restriccion para

detectar las moléculas rccombinantes que tuvieran el fragmento del gen de PEPC clonado y

posteriormente sc repitio la hibridacion con la sonda pKS PEP6) (Fig, 11). La hibridacion en estas
condiciones fue reproducible, esto permitié asegurar con mayor confianza que el fragmento clonado
correspondia al gen de PEPC v de esta manera continuar con su sccuenciacion (Fig. 12). Cuatro
clonas individuales seleccionadas fenotipicamente fueron secuenciadas simultdneamente resultando
idénticas.

La técnica de sccuenciacion completa del fragmento se llevo a cabo por ¢l método dideoxi de
terminacion en cadena, pudiendose precisar una secuencia de 660 nucleétidos. Una vez obtenida la
secuencia de nucleétidos se realizé el andlisis de esta, determinando por el programa GCG, los
posibles marcos de lcctura abierta para de esta manera predeclr 1a secuencia de aminogcidos que
codifican a la proteina. Una vez obtenida Ja secuencia deducida se realizo el anlisis de
localizacién, complementaricdad, identidad y homologia del gen amplificado con las secuencias
hasta ¢] momento conocidas, (fig.13).

En ¢} andlisis dc la secucncia de estc producto de PCR clonado, utilizando el programa
GCG/FASTA, sc observa que ¢) segmento sintctizado cntre los oligonucledtidos iniciadores
discfiados para PEPC muestra una gran homologia con el gen que codifica esta enzima de otras
plantas. Analizando esta comparacion puede observarse que ¢l nimero de aminodcidos altamente
conservados a través del fragmento entero es notable. De esta manera se logré detectar y aislar un
fragmento de ADN complementario que corresponde a una region codificadora de Ja enzima PEPC

que se expresa en vaina de frijol.
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RESULTADOS.

¥ winervia REYHIKHPLR VVPLFEKLAD LEAAPAAMTR LFSMDWYRNR IDOKQEVMIG YSDSGKDAGR|FSAAWQLYRT
F. praglei REYHIKIPLR VVPLFEKLAD LEAAPAAMTR LESMDWYRNR IDGKQEVMIG YSDSGKDAGR]FSAAWQLYKT
§. tuberosum  RECRVRQPLR VVPLFEKLAD LDAAPAAVAR LFSIEWYRNR INGKQEVMIG YSDSGKDAGR JLSAAWQLYRA
N. tabacum RECIIVKQPLR VVPLFEKLDD LESASAAVAR LFSIEWYRNR INGKQEVMNG YSDSOKDAGR]FSAAWQLYKA
G. max C3 RECHVKHPLR VVPLFEKLAD LEAAPAALAR LFSVDWYRNR INGKQEVMIG YSDSGKDAGR{FSAAWQLYKA
G. max C4 RECHIKHPLR VVPLFEKLAD LEAAPAALAR LFSIDWYRNR INGKQEVMG YSDSOKDAGR |FSAAWQLYRA
M. sativa RECKVRNPLR VVPLFEKLDD LESAPAALAR LFSIDWYINR IDOKQEVMICG YSDSGKDAGR | FSAAWQLYKA
‘P, vulgaris q

Z. mays

§. vuigare C3
M. erystallinum

. vulgare C4

F. trineyvia

F. prglei

8. tuberosurs {LAILSQP PETIHGSLRY TVQGEVIEQS FQEEHLCFRT

N. tabacum QEELIKVAKE HOVKLT) {LAIL SQP PDTIQGSLRY TVQGEVIEQS FQEEHLCFRT
G. max C3 QEELIMVAKQ YOVKLTMFHQ RGATVORGGA YTTILAILSQP PETIHAGSLRYV TVQGEVIEQS FOEQILCFRT
G. maxC4 QEELINVAKK FOVKLIMFIIG RGATVCRGQG {LAILSQP PDTHIGSLRY TVQGEVIEQS FOEQULCFRT
M.sativa QEDLIKVAQK FGVKLIMFIIQ RGATVGRGAC JTHLAILSQP PETIHGSLRY TVQGEVIEQS FOEEHLCFRT
‘P vulgaris QEELIKVAKK FOVKUINMFHG RGGTVORGGT PTHLAILSQP PETIQGSLRY TVQOEVIEQS FGEEHLCFRT
Z. mays QEELIKVAKD FOVRKIIMFHG ROATVORGAGA PTHLAILSQP PDTIHQSLRV TVQOEVIEQS FOEEHLCFRT
§. vulgare C3 QEELIKVAKH YQVKYIMFHQ RGGTYGRGGO PTHLAILSQP PDTIIQSLRY TVQQAEVIENS FOEELLCFRT
M. crystallinum QEELLKVSKK FQVKLIMFHIQ RGOTVGRGGO RTHLAILAQP AETIGOGSLRV TIQOEVIEQS FOEQHLCFRT
S vulgare C4 QEEMAKVAKK YGVKLILFHG RGGTVGRGGO PTHLAILSQP PDTINGSIRY TVQGEVIEFM FGEENLCFQS
F. trinervia LQRFCAATLE [HGMNPPISI'R PEWRELMDQM AVVATEEYRS VVFKEPRFVE YFRLATPELE FORMNIGSRP
F. prnglei LQRFCAATLE HOMNPPISPR PEWRELMDQM AVVATEEYRS VVFKEPRFVE YFRLATPELE FGRMNIGSRP
S, tuberosum LQRFTAATLE HGMHPPVSPK PEWRALMDE! AVVATEKYRS IVFKEPRFVE YFRLATPELE YORMNIGSRP
N. tabacum LQRFTAATLE HOMHPPVSPK PEWRALMDE! AVIATEKYRS IVFKEPRFVE YSALATPELE YORMNIGSRP
G maxC3 LQRFTAATLE HOMHPPISPK PEWRALMDEM AVIATEEYRS IVFKEPRFVE YFRLATPELE YORMNIGSRP
G. maxC4 LQRFTAATLE HGMHPPISPK PEWRALMDQM AVIATEEYRS IVFKEPRFVE YFRLATPELE YGRMNIGSRP
M. sativa LQRFTAATLE HOMRPPSSPK PEWRALMDQM AVIATEEYRS [VFKEPRFVE YFRLATPEME YORMNIQGSRP
*P, vulgaris LQRFTAATLE HOMHPPISPK PEWRALMDEM AVIATEDYRS IV¥KEPREVE YFRLATPEME YORMNIGSRP
Z. mays LQRFTAATLE IIGMHPPNAPK PEWRALLDEM AVVATEEYRS IVFKEPRFVE YFRLATPETE YGRMNIGSRP
§. vulgare C3 LQRYTAATLE HOMIIPPISPK PEWRALMDEM AVVATKEYRS IVFQEPRFVE YFRSATPETE YORMNIGSRP
M. crystallinum  LQRYTAATLE HOMNPPKSPK PEWRALLDQM AVVATEEYRS IVFKEPRFVE YFRLATPETE YGRMNIGSRP
S, vulgare C4 LQRFTAATLE HGMHPPVSPK PEWRKLMEEM AVVATEEYRS VVVKEPRFVE YFRSATPETE YOKMNIGSRP
F. trinervia SKRKPSGOIE SLRAIPWIFS WTQTRFHLPYV WLGFOAAFKH AIQKDSKNLQ MLQEMYKTWP FFRVTIDLVE
F.prnglei SKRKPSGGIE SLRAIPWIFS WTQIRFILPPY WLGFGAAFKH AIQKDSKNLQ MLQEMYKTWP FFRVTIDLVE
§. tubgrosum SKRKPSGOIE SLRAIPWIFA WIQTRFHI.PY WLGFOAAFKY AIEKDIKNLR MLQEMYNAWP FFRVTIDLVE
N. tabacum SKRKPSUGGIE SLRAIPAVIFA WTQTRFHLPY WLOFOAAFKY AIDKDIKNLR MFHEMYNEWP FFRVTIDLVE
G maxC3 AKRRPSGOIE TLRAIPWIFA WTQTRFELPY WLOFGAAFKII VIEKDVRNIH VLQEMYNQWP FFRVTIDLVE
G. max C4 AKRRPSGQIE TLRAIPWIFA WIQTRITLPY WLGFOAAFKK VIEENVKNLN MLQEMYNQWP FFRVTLDLYE
M. sativa AKRRPSAGIE TLRAIPWIFA WTQTRFELPYV WLGFGAAFRQ VVQKDVKNLI MLQEMYNQWP FFRVTIDLVE
P, vulgaris AKRRPSGOIE. TLRMPWIFA \WIQTRFIILPY WLOFOAAFKQ VLQKDVKNLIF MLQEMYNQWPFF..............
Z. mays SKRKPSGOID SLRAIPWIFA WTQTRFHLPY WLOFOAAFKN VLQKDIRNLH MLQEMYNEWP FFRVTIDLVE
8. vulgare C3 SKRKPSGGIE SLRAMPWIFA WTQTRFIILPY WLOFGAAIKH IMQKDIRNIH VLKEMYNEWP ITRVTLDLLE
M. crystallinum  SKRKPSGOIE SLRAIPWIFA WIQTRFIILPY WLGVGGALKH VLEKDIRNHN MLRDMYNNFI FFRVTIOLLE
S. vulgare C4 AKRRPAGGIT TLRAIPWIFS WTQTRFHLPY WLGVGAAFKW AIDKDIKNFQ KLKEMYNEW?P FFRVTLDLLE

Figura 13. Alineamiento de secuencias de aminoicidos de PEPCasas con el segmento del gen de frijol

utitizando cn programa GCG ¢ indicando las regiones conservadas de residuos que estén involucrados
en actividad enzimatica, ‘

53




RESULTADOS.

Para la determinacion del posible nimero de genes que codifican a PEPC en frijol, DNA genémico
de hoja de frijol fue cortado con diferentes enzimas de restriccion ¢ hibridado con ¢l fragmento del
gen amplificado, utilizadolo como sonda homéloga, observandose un patron simple de hibridacion
ecn cada caso (Fig. 14). El ticmpo de exposicion de la autoradiografia fué de 4 scmanas, por esta
razdn se obscrva cn extremo oscura, ademds de que los métodos de reproduccion para este tipo de

material no permiten una bucna calidad en la misma,

Figurs 14. A. Electroforesis en ge} de agurosa de ADN gendmico de hojs de frijol cortado con diferentes
enzimas de restriccion: EcoRl (carril 2), BamHI (3) y HindIII (4). B. Southern blot utilizando el
fragmento del gen ampiificado por PCR. C, Ideograma de |s sutoradiografia en donde se represents un
pairén simple de hibridacién.
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VL. DISCUSION.

VL1, PCR, sensibilidad y validacién del metodo.
La amplificacion exponencial de ADN por PCR ha venido a desatvoilar significativamente a la
biologia molecular, incrementando !a velocidad y precision de muchos de ios métodos utilizados
para la manipulacién de ADN cn ia clonacién moiccular. Nuevas metodologias y aplicaciones
basadas cs esta idea se estin descubriendo por o que PCR se ha convertido en una de las técnicas
mds poderosas utijizadas en biologla molecular y en anlisis clinicos. Esto ha venido a cambiar
mucho ia manera en la cual eran realizados una gran cantidad de experimentos, lo cual puede verse
reflcjado cn el niamero de trabajos y publicaciones que utilizan esta técnica los culaes también han
aqmcmado exponcncialmentc en ticmpos recicntes.
Los productos de esta sintesis enzimdtica pucden ser utiiizados para una amplia varicdad de
procedimicntos analiticos por cjemplo, como fuc el propdsito en nucstro caso, para Ia obicncién por
amplificacién sclectiva de una secuencia de ADN unica que corresponda al gen que codifica a la
fosfoenolpiruvato carboxiiasa cn frijol, con el fin de ser utilizada como sonda homéloga.
La dcteccién especifica de genes, sin duda puede facilitarse con este tipo de procedimicntos ya
ampliamente utilizados. Sin embargo, la sensibilidad y validacién de PCR légicamente van a
depender de ias condiciones que los experimentos demanden, involucrando una cvaluacién en
cuanto a sensibilidad, especificidad, precisién y reproductibilidad, necesitando ademds un esfuerzo
adicional para ci analisis y ¢l establccimiento de los lmites de estc método.

Cuando hablamos de amplificar un gen, es imperativo que se encuentre un balance cntre cficicncia
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DISCUSIONES.

v exactitud en cl proceso de amplificacion. En este sentido hay que sefalar que la etapa mis critica
en cstos analisis fue definir y establecer en scrics de seacciones, las condicioncs para lograr la
especificidad de la sintesis amplificadora, 1o que condujo a que el procedimiento de optimizacién y
validacién fuera muy complejo, convirtiendolo por decirlo asi, en cl factor limitante en ¢l uso de
esta técnica.

Obviamente, la amplificacion de moléculas inespecificas es probable, como ocurrid precisamente
en el caso de los experimentos en los que se empled ADN gendmico como molde, los cuales se
describen en resultados, siendo dificil controlar las variables contra csa posibilidad. Esto se
complica por ¢l hecho de que ¢ mismo producto incspecifico de amplificacién sirve para Ia
generacién de muds producto; un solo ciclo de amplificacién puede producir un gran nimero de
moléculas amplificables que pueden ser contaminaciones o productos inespecificos que sirvan como
molde para las subsecucnies amplificaciones. De lo anterior se deriva que resulta sumamente
importante la informacién que sc pucda tener de las secuencias de genes completos y segiones
codificadoras para facilitar la deteccion de un producto nmpliﬁcado dc tamafios predecible; sin
olvidar claro estd, tomar cn cuenta la especificidad de los oligonucledtidos iniciadores y la
localizacidn de posibles intrones en ¢l fragmento amplificado. En este tipo de estrategias s debe
considerar el hecho de que las sccuencias de los intrones son generalmente menos conscrvadas que
las regioncs codificadoras ademas de que su tamailo cs muy variable ente las especies.

En cstc punto cs importanic sciialar lo significativo que puedc resultar que este tipo de
experimentos sc realizen empleando ADN gendmico. Hay que recordar que el principio def método
permite la deteceidn y ¢l aislamicnto de un segmento prescleccionado a partir de complejas mezclas
y miltiples poblaciones de secuencins. Obviamente que esto puede verse dificultado al tratarse de
genomas cn extremo grandes y complejos, como cs ¢f caso de angiospermas. Dentro de las especies
vegetales, le.\'ealqs vulgaris posce 22 cromosomas y un  genoma de aproximadamente 3.5
millones de kilobases (Bennet y Smith, 1991).
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V1.2. Obtencién de una sonda molecular homéloga para PEPC.

En este trabajo se pudo detectar y aislar un fragmento de ADN complementario que corresponde a
una region codificadora de la enzima PEPC que s¢ expresa en vaina de frijol, el cual
posteriormente s¢ clond y sccuencio. En el andlisis de la secuencia de este producto de PCR
clonado, utilizando ¢l programa GCG/FASTA, se observa que el segmento sintctizado entre los
oligonucledtidos iniciadores discados para PEPC mucstra una gran homologia con el gen que
codifica esta enzima de otras plantas (Fig. 13). Analizando csta comparacion puede observarse que
¢l nimero de aminodcidos altamente conservados a través del fragmento entero es notable, siendo
mds importante en 1a region carboxilo-terminal, esto es Ia region que corresponderia a los residuos
600-826 de otras secuencias ya conocidas. Una conservacion tan fuerte a lo largo de especies
filogendticamente distintas pucde scr un reflejo funcional de importancia del producto codificado.
Esta region de ADN altamente conservada tanto en especics C3 como C4, probablemente ha cstado
sujeta a una mayor presion sclectiva lo cual 1a ha mantenido casi invariable, Este hecho sugiere que
esta region pudiera ser indispensable para el adecuado funcionamiento de la enzima, pudiendo
estar compromctida cn 1a formacion del sitio catalitico o de 1a enzima activa,

Ahora bien, la secuencia deducida de aminodcidos de PEPC en frijol conticne sodos los residuos de
aminodcidos que sc ha propuesto son csenciales o estdn involucrados en: el sitio activo de la
enzima (GYSDSGKDAG) y ¢l sitio de union al substrato (FHGRGGTVGRGGGP) (Cushman et
al., 1989; liao ef al., 1990; Crétin ef al., 1991; Poctsch et al., 1991). Ademds de un residuo de
cisteina (cis®7) de Jas S a 7 que pueden cstar involucradas en las interacciones entre las
subunidades para mantener la estructura tetramérica de 1a enzima (Andreo ef al., 198N oenla
regulacion redox (Chardot y Wedding, 1992). Esto lo que nos podrfa decir es que posiblemente la
actividad enzimatica en frijol, pucde cstar regulada de manera semejante a otras PEPCasas de otras

cspecies de plantas.
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Es también de interés hacer notar que se detecto una homologfa significativa en secuencia de este
fragmento del gen en frijol, como es de esperarse, con las especies de tipo C3 teniendo un
porcentaje de identidad para Medicago sativa de 91.7, Glycine max 83.0, Flaveria pringlei 74.5,
Nicotiana tabacum 74.1, Zea mays (Isoforma C3) 74.0, Mesembriantemum crystallinum 3.9,
Sorghum vuigare (Isoforma C3) 73.7, Solanum tuberosum 73.3. De esto podriamos sugerir que el
gen de PEPC expresado en vaina de frijol muy probablemente sea una isoforma de tipo €3 pues al
parecer no diverge significativamente de los otros miembros de la familia de genes que ya han sido
clonados. Sin embargo, no podemos ascgurar que lo anterior sea cierto ya que en cste trabajo
solamente fueron sccuenciadas 660 pb del gen que se expresa en vaina de frijol, un gen cuyo
mensaje es de aproximadaente 2.9 Kb (Pathirana et al, 1992). Estos datos no excluyen
cvidentemente el hecho de que 1a secucncia completa sevelard importante informacién adicional,
Sin embargo, 1a gran homologia obscrvada entre el fragmento amplificado por PCR de ADN
complementario de vaina de frijol y la {soforma de tipo C3 apoya la idea de que probablemente la
posible funcién de PEPC en este tejido sea 1a de proveer esqueletos de carbono a ciclo de Krebs
como respuesta al abatimiento que este ciclo presenta cuando la sintesis de aminodcidos se lleva a
cabo (Andrco ef al.,1987; O'Leary, 1983). Esto en contraste con ¢! trabajo realizado por Delgado
(1992) cn vaina de frijo! se obscrva que la actividad de Ia PEPC y sus caracteristicas cinéticas son
distintas a las tipicas de isoformas C3 y ya que en la secuenciala enzima cs mds parecida a estas,
quizd 1a diferencia pudicra radicar en jos mecanismos de regulacién de 1a actividad enzimdtica mis
que cn Ia estructura primaria de !a protcina.

VL3, Relaclones filogenéticas con otras PEPCasas,
Un drbol filogenético fué construido utilizando el programa Genetic Computer Group, en base al
andlisis de alincamiento e identidad de secuencias deducidas de aminodcidos, obteniendose las
posibles relacioncs filogendticas del segmento del gen de Phaseolus vuigaris con otras PEPCasas
(Figura 15).
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En este drbol pueden visualizarse claramente algunos aspectos de interés en la homologia existente
entre estos genes, en donde las leguminosas forman un grupo evolutivamente aparte de las otras
especies de tipo C3, esto sugierc que PEPC podria presentar una significancia biologica importante
teniendo un papel clave en la provisién de carbono para la biosintesis de aspartato y 4cidos
orgdnicos que provecn la encrgia necesaria para el metabolismo bacteroide en los nodulos de raiz,
por lo que su actividad estaria intcgramente asociada con la asimilacién de nitrogeno en

leguminosas.

Flaveria trinervis

eeee——e Flaveria pringlei

[ Niicotiana tabscum

b Sodanum tiiberosum

Mesembryanthemum crysiallinum

Medicago sative

Glycine max

*Phaseolus vuigaris

P~ Sorghum vuigere C3
e Zea mays C}

Saccharim

Zea mays C4

Figura 18, Relaciones fllogenéticas del segmento del gen de Phaseolus vulgaris con otras PEPCasas. El
drbol filogenético fue construido utllizando el programa Genetic Computer Group en base al andllsis de
alineamlento de secuencias de aminodcidos.

39

ESTA TESIS NO OFBE
SALR DE LA BIBLIUTECA



DISCUSIONES

Otro aspecto que resulta interesante ¢s que las PEPCasas de leguminosas se encuentran mads
relacionadas a las formas C3 de monocotileddneas C4, esta obscrvacion apoya la idea de que los
grupos de plantas C4 mono y dicotiledoncas cvolucionaron indcpendientemente uno de ’otro
(Raghavedra, 1980), ademds esto sugicre que uno de los eventos mds importantes durante la
cevolucion de las plantas fuc ¢l desarrollo dec mecanismos regulatorios para una expresion
diferencial cspecifica de los genes de PEPC.
1V.4. Determinacion de) posible nimero de genes que codifican a PEPC ¢n frijol.

En cl analisis por Southern-blot realizado sc observd que ¢l ADN gendmico de frijol al ser cortado
con difcrentes enzimas de restriccion ¢ hibridado con el fragmento del gen amplificado, presenta
un patron simple de hibridacion, por 1o que es probable que ¢l genoma de Phaseolus vulgaris posca
solamente una copia del gen que codifica a PEPC. Estc resultado es consistente con estudios de
purificacion y caraclerizacion cinética dc la enzima en frijol los cuales muestran que una Gnica
forma de la cnzima, un homotetrdmero de 400 Kd, esta involucrada cn la funcién C3 (Yampara ef
al., 1994).

Todo csto nos lleva a considerar que ¢l presente trabajo fue exitoso, ya quc fuc obtenida una sonda
cspecifica y sc demosiré que es una secuencia codificadora de la fosfoenolpiruvato carboxilasa
cxpresada en vaina dc frijol, sicndo una isoforma de tipo C3. Después de haber obtenido una sonda
homéloga para la PEPC cn frijol, las aplicacioncs técnicas, metodologicas y experimentales en
cuanlo al andlisis dc la expresion genética cstdn potencialmente abicrtos y las perspectivas que de
esto puedc derivarse son muchas. Experimentos y trabajos posteriores, combinando la clevada
capacidad de la biologfa molecular y la bioquimica podrian definir, ampliar o bicn profundizar
nucstro conocimiento accrea de esta enzima en especies de plantas C3 y C4 lo que permitird su
manipulacion genética con miras a controlar los mecanismos de aprovechamicnto y distribucion de

carbono y nitrégeno cn plantas.




VIL REFERENCIAS,

Albert ILA, Martin T, and Sun S,S.M. (1992). Structurc and expression of a sugarcanc gene
encoding a housckeeping phosphoenolpyruvate carboxylase. Plant Mol Biol 20: 663-671.

Andreo CS., Gonzalcz D.H. and Iglesias A.A. (1987). Higher plant phosphocnolpyruvate
carboxylase. Stnicture and regulation. FEBS Lett. 213: 1-8,

Aoyagi, K. and Bassham J.A. (1984). Pyruvatc ortophosphate dikinasc of C3 sccds and leaves as
compared to the cnzyme from maize. PLant Physiol. 75:387-392.

Bennct M.D. and Smith J.B. (1991). Nuclear DNA amounts in Angiospcrmas. Phil. Trans. R.
Soc. Lond. 334: 309-345.

Blanke M.M. and Lenz F. (1989).Fruit photosynthesis. Plant Cell and Enviroment, 12:31-46.

Brown, T.A, (1991).Esscntial Molecular Biology a practical approach.vol.1.Oxford University
Press. New York. 299 pp.

Chardot T.P. and Wedding R.T, (1992). Role of cystcine in activation ans allosteric regulation of
maize phosphoenolpyruvate carboxylasc.Plant Physiol, 98: 780-783.

Crétin C. Keryer E., Tagu D., Lepiniec L. Vidal J. and Gadal P. (1990). Complete cDNA
sequence of shorgum phosphocnolpyruvate carboxylase invoved in C4 photosynthesis. Nucleic
Acids Res. 18: 658.

Crétin C., Bakrim N., Keryer E,, Sant S,, Lepiniec L., Vidal J. and Gadal P, (1991).
Production in Escherichia coli of active Sorghum phosphocnolpyruvate carboxylase which can be
phosphorylated. Plant Mol. Biol. 17: 83-88,

Crétin C., Sant S.Keryer E.,lepiniec L., Tagu FD., Vidal J. and Gadal P, (1991). The

phosphocnolpyruvate carboxylase genc family of Shorgum. Promoter structurcs, amino acid |

scquences and cxpression of gencs. Gene 99: 87-94.
Cushman J.C,, Meyer G., Michalowsky C.B., Schmitt J.M. and Bohnert H.J. (1989). Salt

stress leads to differcntial expression of two isogencs of phosphocnolpyruvate carboxylase during
crassulaccan acid mctabolism induction in the common icc plant. Plant Celi 1: 715-725.

61




Lo

REFERENCIAS.

D'Alessio, J.M., Bebee, R., Hartley, J.L., Noon, M.C. and Polayes, D. (1992). Lambda ZipLox.
Automatic subcloning of cDNA. Focus 14,76,

Davies D.D. (1979). The central role of phosphoenolpyruvate carboxylase in plant metabolism.
Annu. Rev. Plant Physiol.30; 131-158,

Delgado A.A, (1992). Metabolitos formados por la fijacion del CO; en la cavidad de la vaina de
Phaseolus vulgaris L. Tesis de Macstria. Colegio de Posgraduados. Chapingo. México.

Deroche M-E and Carrayol E. (1988). Nodule phosphoenolpyruvate carboxylase: A review.
physiol. Plant 74: 775-782,

Eikmanns B.J,,Folletie M.T,, Griout M.U, and Sinskey A.J, (1989). the phosphoenolpyruvate
carboxylase genc of Corynebacterium glutamicum. Mol. Gen. Genet. 218: 330339,

Flinn A.M,, Atkins C.A, and Plate J.S, (1977). Significance of photosynthetic and respiratory
exchanges in the carbon cconomy of the developing pea fruit. Plant Physiol. 60:412-418,

Fujita N., Miwa T. and Ishijima S. (1984). The primary structure of phosphoenolpyruvate
carbaxylase of Escherichia coli. Nucleotide sequence of the ppe gene and deduced aminoacid
sequence. J. Biochem. 95: 909-916.

Gonzdlez D.H, and Andreo C.S. (1989). The use of substrate analogues to study the active-site
structure and mechanism of PEP carboxylase. Trends Biochem. Sci. 14:24-27.

Hatch M.D. (1987). C4 Photosynthesis: A unique blend of modified biochemistry, anatomy and
ultraestructure. Biochem. Biophys. Acta 895: 81-106,

Hedley C.L., Harvey D.M. and Kelly RJ. (1975). Role of PEP carboxylasc during sccd
development in Pisum sativum. Nature. 258:352-354.

Herndndez H.E. (1995). Construccién de una biblioteca de ADN complementario de valna de
frijol (Phaseolus vulgaris L). Tesis de Licenciatura, Facultad de Ciencias. UN.A.M.

Hermans J. and Westhoff P, (1990). Analysis of expression and evolutionary rclationships of
phosphocnolpyruvate carboxylase genes in Flaveria trinervia (C4) and
F. pringlei (C3). Mol. Gen. Genet. 224: 459-468.

Hermans J. and Westhoff P. (1992). Homoiogous genes for the C4 isoform of

phosphocnolpyruvate carboxylase in a C3 and C4 Flaveria species. Mol Gen. Genet. 234; 275-
284,

Hudspeth R.L., Glackin C.A,, Bonner J. and Grula J.W. (1986). Genomic and cDNA cloncs
for maize phposphocnolpyruvale carboxylase and pyruvate, orthophosphate dikinasc: Expression of
different genes-family membcers in leaves and roots. Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 83: 2884-2848,

62




REFERENCIAS.

Hudspeth RL. and Grula J.W. (1989). Structurc and expression of the maize gene encoding the
phosphoenolpyruvate carboxylase isozyme involved in C4 photosynthesis. Plant. Mol, Biol. 12:
§79.589,

Hudspeth RL., Grula J.W,, Edwards G.E. and Ku M.S.B. (1992). Expression of maize
phosphoenolpyruvate catboxylase in tobacco plants. Effects on biochemistry and physiology. Plant
Physiol. 98: 458-464.

Iglesias A.A. and Andreo C.S. (1983), The presence of essential histidine residues in
phosphocnolpyruvate carboxylase from maize leaves. Biochim. Biophys. Acta, 749: 9-17,

Ishijima 8., Katagiri F,, Kodaki T., Yzui K., Katsuki H,,Nishikawa K., Nakashima H and Qoi
T, (1992). Comparison of amino acid sequences between phosphoenolpyruvate catboxylase from
Escherichia coli (allosteric) and Anacystis nidulans (non-allosteric): Identification of conserved
and variable regions. Biochem Biophys. Res. Commun. 133: 436-441.

Ini K., lshijima S, Yamaguchi,, Katagiri F., Murata T,, Shigesada K., Sugiyama T, and
Katsuki H, (1986). Cloningand sequence analysis of cDNA encoding active phosphoenolpyruvate
carboxylase of the C4-pathway from maize. Nucleic Acids Res. 14: 1615-1628,

Im! K., Kawamura T, Okumura S. and Toh H. (1992). Molecular cvolution of

phosphoenolpyruvate carboxylase for C4 photosynthesis in maize. Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht.vol.1L.:827-830,

Janc JW, O'leary MH., and Cieland W.W. (1992). Mechanistic studies of
phosphocnolpyruvate carboxylase from Zea mays. Biochemistry. 31:6441-6426.

Jizo J.A., Podesta F.E., Chollet R., O'Leary M.H. and Andreo. (1990). Isolation and sequence

of an active-site peptide from maize lcaf phosphoenolpyruvate carboxylase inactived by prydoxal
5'-phosphate. Biochim.Biophis.Acta. 1041:291-295,

Jino J.A, und Chollet R. (1991). Posttranslational regulation of phosphoenolpyruvate carboxylase
in C4 and Crassulacean acid metabolism plants. Plant Physiol, 95; 981.983,

Kano-Murakam! Y. and Matsuoka M, (1992). Gene expression of PEP carboxylase gene, Kluwer
Academic Publishers, Dordrecht vol 111.:843-846,

Katagiri F., Kodaki T., Fujita N., Izul K and Katsuki H. (1985). Nucleotide sequence of the ‘

phosphonalpyruvate carboxylase gene of cyanobacterium Anacystis nidulans. Gene 38: 265-269,
Kawamura T., Shigesada K., Yanagisaws S, and lzui K. (1990). Phosphoenolpyruvate
carboxylase prevalent in maize roots: Isolation of 2 cDNA clone and its use for analyses of the gene
and gene cxpression. J, Biochem. 107: 165-168. :

Koizumi N,, Sato F., Terano Y. and Yamada Y. (1991). Sequence analysis of cDNA encoding
phosphoenolpyruvate carboxylase fram cultured tobacco cells, Plant Mol. Biol. 17; 535-539,

63

Ly



REFERENCIAS.

Kawamura T., Shigesad K., Toh H., Okumura S., Yangisawa S. and Izui K. (1992). Moiecular
cevolution of phosphoenolpyruvate carboxylase for C4 photosynthesis in maize; Comparison of its
¢DNA sequence with a newly isolated cDNA cncoding an isozyme involved in the anaplerotic
function. J. Biochem. 112: 147-154,

Latzko E. and Kelly G.J. (1983). The many-faceted function of phosphoenolpyruvate carboxylase
in C3 plants, Physiol, Veg. 21: 805-813,

Laval-Martin D., Farineau J. and Diamond J, (1977). Light versus dark carbon metabolism in
cherry tomato fruits. Plant Physiol, 60:872-876.

Lepiniec L., Santi S., Keryer E,, Amiet V., Vidal 3., Gadal P and Crétin C, (1991). Complete
nucleotide sequence of one member of the sorghum phosphoenolpyruvate carboxylase, Plant Mol,
Biol. 17: 1077-1079-

Lepinlec L., Keryer E., Tagu D., Gadal P, and Crétin C, (1992). Complete nucleotide sequence
of a Shorgum gene encoding for the phosphoenoipymivate carboxylase involved in C4
photosynthesis. Piant Mol. Biol. 19: 339-342,

Lepiniec L., Kerier E.,, Phillippe H, Gadal P, and Crétin C, (i993). Sorghum
phpsphocnolpyruvate carboxylase gene family: Structure, function and molecuiar evolution. Plant
Mol. Biol, 21; 487-502,

Luinenberg I and Coleman J.R. (1992). Identification, characterization and sequence analysis of
the gene cncoding phosphoenolpyruvate carboxylase in Anabaenma sp. PCC 7120, J. Gen.
Microbiol. 138: 685-691.

Matsuoka M. and Hata 8. (1987). Comparative studies of phosphoenolpyruvate carboxylase from
C3 and C4 plants, Plant Physiol. 85: 947-951,

Matsuoka M. and Minami E. (1989). Complete structure of the gene for phosphocnolpyruvaic
carboxylase fron maize. Eur. J. Biochem. 181; 593-598,

Merkelbach S., Gehlen J., Denecke M., Becker L and Kreuzler F. (1993). Articulo en revision,
tomado del GeneBank.

Moore P.D. (1982). Evolution of photosynthetic pathways in flowering plants. Nature 295: 647+
648, .

Nelson T. and Langdale J.A. (1992). Developmental genetics of C4 photosynthesis,Plant
Mol.Bio}.43:25-47.

O'Leary MH, (1982). Phasphocnoipyruvate carboxylase: An enzymologist's view. Annu Rey
Plant Physiol. 33 297-318.

64

w‘\'



REFERENCIAS.

O'Leary M.H. (1983). Mcchanism of action of phosphoenolpyruvate carboxylase. Physiol, Veg.
21: 883-888,

Pathirana S.M.,, Vance C.P., Miller 8.5, and Grant J.S. (1992). Alfaifa root nodule
phosphoenolpyruvate carboxylase: Characterization of the cDNA and expression in cffective and
plant-controlled incffective nodules. Plant Mol. Biol. 20: 437-450,

Poetsch W., Hermans J. and Westhoff P. (1991). Multiple cDNAs of phosphocnolpyruvate
carboxylase in the C4 dicot Flaveria trinervia. FEBS Lett, 292: 133-136.

Raghavendra A.S. (1980). Characteristics of plant species intermediate between C3 and C4
pathways of photosynthesis: Their focus of mechanism and evolution of €4 syndrome.

Photosynthetica. 14: 271-283,

Saikl RK., Gelfand D.H., Stolfel, S,, Scharf §.J., Higuchi R, Horn G.T., Mullis K.B, and
Erlich, H.A. (1988). Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA
polymerase. Science.239.487-492.

Sambrook J. Fritsch E.F. and Manlatis T. (1989). Molecular cloning. A laboratory manual. Cold
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, New York.

Sanger S, and Coulson A.R. (1975). J.Mol.Biol. 94:441-448. tomado de Sambrook, 1989.

Schaffner A.R. and Sheen J. (1992). Maize C4 photosynthesis involves differcntial regulation of
phosphocnolpyruvate carboxylase genes. Plant §. 2: 221232,

Sheen J-Y, and Bogorad L. (1987). Differential.expression of C4 pathway genes in mesophyl! and
bundle sheath cclls of greening maize leaves, J. Biol, Chem. 262: 11726-11730.

Sheen J.Y, (1991). Molecular mechanisms underlying the differential expression of maize PPDK
genes. Plant Cell.3:228-24S5,

Sugimoto K., Kawasaki T., Kato T., Whittia R.F,, Shibata D. and Kawamura Y, (1992).

¢DNA sequence and expression of a phosphoenolpyruvayte carboxylase gene from soybean, Plant
Mol. Biol. 20: 743-747.

Tagu D, Crétin C., Bergounioux C., Leplnlec L. and Gadal P, (1991). Transcription of a
sorghum phosphocnolpyruvate carboxylasc genc in transgenic tobacco leaves: Maturation of
monocot prc mRNA by dicot cells, Plant Cell Reports 9: 689-690.

Terada K and lzui. (1991). Site-directed mutagenesis of the conserved histidine residuc of
phosphacnolpyruvate carboxylase. His 138 is cssential for the second partial reaction. Eur, J,
Biochem. 202: 797-803.

Terada K., Murata T and Lzui K. (1991). Site directed mutagenesis of PEPC from E. coli: The
role of His 579 in the catalytic and regulatory functions. J. Biochem 109: 49-54,

65

u“\'



Wang Y.H., Duff 8,M,, Crétin C., Lepiniec L., Sarath G., Vidal J., Gadal P. and Chollet R
(1992). Site-directed mutagencsis of tche phosphorylatable serine in C4 phosphocnolpyruvate
carboxylase from sorghum. J. Biol. Chem. 267:16759-16762,

Wedding R.T., Rustin P, Meyer C.R. and Black M.K. (1988). Kinctic studics of the form of
substrate bound by phosphocnolpyruvate carboxylase. Plant Physiol. 88: 976-979,

Yampara H.,, Mujica C. y Mutoz R. (1994). Purificacién y caracterizacion de la enzima
Fosfoenolpiruvato catboxiiasa de hoja de frijol. Memorias XX Congreso Nacional de Sociedad
Mexicana de Bioquimica, Zacatecas. Mex, .

Yanagisawa S, and Izui K. (1989). Maize phosphoenolpyruvate carboxylase involved in C4
photosynthesis: Nucleotide analysis of the 5'-flanking region of the gene. J. Biochem. 106: 982-
987.

Yanagisawa S. and Rzui K. (1990). Muitiple interaction between tissue-specific nuclear proteins
and the promoter of the phosphocnolpyruvate carboxyiase gene for C4 photosynthesis in Zea mays.
Mol.Gen.Genet,224:325-332,

Yanagisawa S, and Izl K. (1992). Maizc nuclear factors interacting with the C4 photosynthetic
phosphocnolpyruvatc  carboxylase  genc  promoter.  Kluwer  Academic  Publishers,
Dordrecht.vol.IIl.:839-

842,

66




	Portada 
	Contenido 
	I. Introducción 
	II. Antecedentes 
	III. Objetivos 
	IV. Material y Métodos 
	V. Resultados 
	VI. Discusión 
	VII. Referencias 



