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RESUMEN 



Amplificación por PCR de secuencias codificantes de MAPK y PARP de maíz 

La germinación de una semilla angiosperma inicia cuando ésta toma 
agua del medio; el proceso involucra una serie de eventos que hacen que el 
metabolismo, casi detenido en la semilla seca, se convierta en un proceso 
muy activo capaz de desencadenar la proliferación celular. Uno de los 
primeros sucesos celulares que ocurren en las etapas tempranas de la 
germinación · es· la reparación de macromoléculas, prioritariamente la 
reparación del DNA, debido a que de la integridad de esta molécula en una 
célula depende la viabilidad de todas las células hijas a las que se dé origen. 

Una de las enzimas que inspeccionan el DNA en busca de errores para 
su reparación es la Poli(ADP ribosil) polimerasa (PARP). Sin embargo no solo 
es necesario que las macromoléculas como el DNA se encuentren íntegras 
para que avance el ciclo celular; también es necesario que todas las células 
que conforman al embrión se hallen intercomunicadas y sincronizadas. La 
comunicación intercelular ocurre, la mayoría de las veces a través 
mensajeros hormonales, factores de crecimiento, etc., mientras que la 
comunicación intracelular requiere de una red finamente regulada de 
cinasas y fosfatasas, cuya acción activa o desactiva factores traduccionales, 
transcripcionales y duplicativos. Una de las enzimas clave de esta red es la 
MAP cinasa (MAPK), enzima que se ubica en un punto de convergencia de 
diversas cascadas fosforilativas, aunado a que se encuentra muy cerca de los 
efectores moleculares de respuesta. 

Antecedentes directos del presente trabajo han demostrado que la 
estimulación de ejes embrionarios de maíz con citocininas trae consigo una 
activación en una enzima tipo PARP, lo cual ocurre de modo concomitante 
con una elevación en la actividad de cinasas. 

Como parte de un proyecto general que intenta conocer la función de 
estas actividades enzimáticas durante la germinación del maíz, las metas a 
cumplir en esta tesis fueron amplificar por PCR segmentos de genes de 
proteínas tipo MAPK y tipo PARP. Para lo anterior se diseñaron 
oligonucleótidos degenerados de regiones conservadas de estos genes en otros 
sistemas biológicos, se amplificaron cDNAs de regiones putativas para . los 
genes de ambas proteínas, se clonaron en un vector bacteriano y fueron 
secuenciados parcialmente. 

Asimismo, para uno de estos cDNAs se midió su expresión en ensayos 
de Northern blot, y se escrutinó un banco genómico en busca del gene 
completo. 
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INTRODUCCIÓN 



Amplificación por PCR de secuencias codificantes de MAPK y PARP de maíz 

LA SEMILLA ANGIOSPERMA. 

U na nueva planta formada por reproducción sexual comienza 

como un embrión alojado en una semilla totalmente 

desarrollada. Así, las semillas juegan un papel crítico en la historia de las 

plantas superiores. Los sucesos por los cuales un individuo llega a 

establecerse, se deben en gran medida a las propiedades fisiológicas y 

bioquímicas de la semilla; el éxito de estos sucesos radica en cómo responda 

Ja semilla al ambiente, en sus reservas alimenticias, etc., lo que debe ser 

suficiente y sostenido hasta que Ja joven planta se haya convertido en un 

organismo independiente, autótrofo, capaz de usar la energía luminosa 

(Raven 1992). 

Las semillas angiospermas están compuestas de cuatro estructuras 

principales: el embrión, que es el resultado de la fe1tilización de Ja célula 

huevo por el núcleo del tubo polínico masculino, el endospermo, el 

perispermo y la testa (Bewley 1994) (figura 1). El embrión maduro de las 

angiospermas contiene al eje embrionario localizado entre los cotiledones, los 

cuales son las primeras hojas del esporofito. Como su nombre Jo indica, las 

semillas monocotiledóneas comúnmente solo tienen un cotiledón y las 

dicotiledóneas tienen dos. En los extremos del eje embrionario. encontramos 

Jos meristemos apical y radicular, compuestos de células meristemáticas que 

dirigen la proliferación celular (Raven 1992). 

En las monocotiledóneas, el cotiledón, además de funcionar como 

almacén de alimentos u órgano fotosintético, también lleva a cabo una 

función de absorción . Ubicado dentro ·del endospermo, el cotiledón absorbe 

nutrientes digeridos por actividad enzimática, y que son conducidos por él 

hacia las zonas en proliferación del embrión. En plantas con un cotiledón 
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masivo y bien diferenciado como el de maíz, esta estructura recibe el nombre 

de escutelo y se encuentra al lado del eje embrionario. El escutelo se 

encuentra apresado dentro del endospermo y lleva a cabo todas las funciones 

del cotiledón. El eje embrionario es la estructura que origina al nuevo 

individuo; al inicio de la germinación desarrolla Ja radícula hacia la parte 

inferior y el tallo primario hacia la parte superior; esta última estructura se 

origina a partir de la plúmula. Ambas estructuras, radícula y plúmula, se 

encuentran protegidas por una estructura tipo vaina llamada coleorriza y 

coleoptilo respectivamente. La coleorriza es la primera estructura de la 

semilla que se desarrolla y lo hace a partir del pericarpio (que es Ja pared del 

ovario maduro) (Bewley 1994). 

En el caso del maíz, los integumentos se desintegran durante el 

desarrollo de la semilla y del fruto, dejándole al pericarpio la función de 

cubierta seminal. Después de que ha emergido la primera raíz, el coleoptilo 

es empujado hacia arriba por Ja elongación del primer entrenudo, llamado 

mesocotilo. Cuando la base del coleoptilo toca Ja superficie del suelo, las 

primeras hojas de la plúmula comienzan a emerger y a desarrollarse dos o 

más raíces secundarias o adventicias e.5tableciéndose así el joven esporofito 

(Raven 1992). 
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Coleoptilo 

Plúmula 

FIGURA 1 Estructura de una semilla de maíz. 

Todas las semillas están resguardadas por la cubierta seminal, la cual 

se desarmlla a partir del integumento ovárico y provee protección al embrión 

que aloja en su interior. La cubierta seminal es mucho más delgada que el 

integumento que le da origen; en una semilla seca tiene la textura del papel, 

pero en muchas semillas es muy dura y altamente impermeable al agua. 

Justo por debajo de la cubierta seminal se encuentra una capa de células 

altamente especializadas del endospermo llamada capa de aleurona; las 
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células que Ja componen son ricas en proteínas, y su función fisiolózica será 

discutida mas adelante (Raven 1992). 

GERMINACIÓN. 

En la literatura científica el término genninación es utilizado con 

diversas connotaciones, por lo que es necesario dejar bien claro lo 

que para nosotros representa y Jos eventos metabólicos que involucra. 

Generalmente se dice que la germinación inicia cuando la semilla comienza 

a tomar agua del medio (imbibición), sin emba1go en el presente trabajo, 

consideramos que la germinación es la serie de sucesos por los cuales tienen 

que pasar las células de las semillas para cambiar de un estado 

metabólicamente reducido (casi detenido) hasta un estado muy activo del 

metabolismo que desencadena la proliferación celular (Vazquez-Ramos 

1992). Entre estos eventos están incluidos la hidratación proteica, cambios 

estructurales subcelulares, respiración, síntesis y reparación de 

macromoléculas y elongación celular entre otros (Bewley 1994). 

Para que comience la germinación de una semilla son necesanos 

muchos factores abióticos y bióticos; entre los primeros encontramos tres 

principalmente: el agua, el oxígeno y la temperatura, aunque para semillas 

de lechuga y algunas malezas es necesario un periodo de irradiación solar. 

Muchas de las semillas maduras se encuentran extremadamente secas, 

conteniendo solamente entre 5 y 20% de su peso total en agua, de esta 

manera la germinación no será posible hasta que Ja semilla tome toda el agua 

necesaria para el establecimiento de todas sus actividades metabólicas. Las 

enzimas presentes en la semilla son activadas, y otras son sintetizadas de 
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novo gracias a la digestión y utilización de reservas alimenticias, que fueron 

acumuladas en las células de la semilla durante el periodo de formación del 

embrión (Raven 1992). Las mismas células que estuvieron encargadas de 

sintetizar una gran cantidad de reservas, son las encargadas de su 

degradación por lo que sufren un total revertimiento de sus procesos 

metabólicos durante las primeras fases de la germinación. Dui·ante el inicio 

de este periodo el embrión libera giberelinas, las cuales migran hacia la capa 

de aleurona donde las células que la conforman son inducidas por estas 

hormonas para la producción de enzimas hidrolíticas. Una de esas enzimas 

es la a.-amilasa, la cual hidroliza las reservas de almidón del cotiledón 

(Raven 1992). Durante las primeras fases de la germinación, debido 

probablemente a la hidratación y activación de proteínas mitocondriales, la 

tasa de consumo de oxígeno y la concentración de ATP dentro de la célula 

aumentan considerablemente en comparación con lo encontrado en semillas 

secas (Street 1984). La síntesis de RNA es un evento temprano en la 

germinación (Datta et al. 1983). Las RNA polimerasas-DNA dependientes no 

son enzimas limitantes, ya que se han encontrado en trigo, cebada y soya en 

cantidades suficientes para catalizar la síntesis de RNA tan pronto como se 

inicia la germinación (Bewley 1985). Durante la fase temprana de la 

germinación, la síntesis de proteínas puede llevarse a cabo en ausencia de 

síntesis de RNA (Datta et al. 1983) , pero en los tiempos posteriores, la 

síntesis protéica depende de los mensajes sintetizados de novo (Mayer 1989). 

La síntesis del DNA es un proceso que ocurre poco tiempo después de la 

entrada de agua a la semilla (Osborne 1980). En los ejes embrionarios de 

maíz en germinación, la velocidad de síntesis de DNA se mantiene baja en las 

primeras horas y aumenta en tiempos posteriores al iniciar la síntesis 

replicativa (Vázquez-Ramos & Osbornel 986) . 
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REPARA C/ÓN DEL DNA EN LAS SEMILLAS. 

Se ha sugerido que la síntesis de DNA en las fases tempranas de la 

germinación es el resultado de la síntesis reparativa (Osbome et al. 

1980/81; Vázquez-Ramos & Osoome1986), esto es debido a que durante el 

tiempo que pasa la semilla en estado quiescente, los daños que sufre el DNA 

no pueden ser reparados, lo que convierte a la reparación del DNA en un 

evento prioritario, ya que de la integridad que conserve la información 

genética dependerá la viabilidad de la célula y de sus siguientes generaciones. 

Los daños sufridos por el DNA pueden ser de muchos tipos, como pérdida, 

sustitución o daño en las bases, distorsiones o rupturas en la cadena, etc. Se 

han descrito varios mecanismos de reparación del DNA, entre los que cabe 

menc.ionar a los sistemas fotoactivables (fotoliasas), sistemas de reparación 

por excisión , o por desalquilación directa (Lewin 1994, Le Cam 1994). Los 

sistemas de reparación por excisión dependen grandemente de nucleasas de 

tipo endo y exo y están encargados de reparar una gran variedad de dañ9s. 

Su ·modo de acción inicia con la remoción de histona.s del sitio dañado, 

identificación del daño e hidrólisis de la región dañada. En células 

eucariontes la región que es removida oscila alrededor de los 20 nucleótidos, 

y es de inmediato reparada por polimerasas tipo P y ligasas (Lewin 1994). La 

variedad de lesiones, la complejidad del DNA y las múltiples vías reparativas 

dificultan la identificación de estos sistemas; sin embargo, las respuestas de 

reparación con un fenotipo particular como la respuesta SOS en procariontes 

y la Poli ADP rioosilación en eucariontes las hacen particularmente 

apropiadas para el estudio de su regulación, en pa1ticular para detectar 

alguna expresión diferencial de sus genes en sistemas donde el DNA ha 

sufrido algún deterioro (Le Cam 1994, Murcia 1994). 

9 
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El sistema de poli ADP-ribosilación fue descubierto en 1966 por 

Chambón y colaboradores. Desde entonces los componentes enzimáticos que 

en él participan han sido extensamente caracterizados; se halla localizado en 

la cromatina de las células eucariontes, excepto en levaduras; procesa ADP

ribosa utilizando NAD+ como substrato y consta principalmente de tres 

componentes enzimáticos: /. Poli ADP ribosil polimerasa (PARP), encargada 

de la síntesis de un polímero de ADP-ribosa y de la unión covalente del 

polímero consigo misma. 2. Poli ADP ribosil glicohidrolasa (PARG), enzima 

que hidroliza el polímero y 3. Poli ADP ribosil liasa (PARL) , cuya tarea es la 

de degradar la unión polímero-PARP (Althaus 1992). 

Se ha repottado que este sistema multienzimático se activa 

concomitantemente con el daño al DNA y que su función más relevante es la 

de secuestrar momentáneamente a las histonas de la zona dañada y así 

permitir el libre acceso a esta zona a las enzimas encargadas de la reparación 

del daño por excisión. Experimentalmente se ha evidenciado que al deprimir 

este sistema, no hay una disociación histona-DNA, repottándose, además una 

protección a nucleasas en sistemas in vitro e in vivo deprimidos en el sistema 

de poli ADP ribosilación. Se ha dejado en claro que el mecanismo de 

secuestro de las histonas está dado por la preferencia de estas a unirse a 

polímeros de ADP ribosa sintetizados por PARP y que la vida media de este 

polímero, que es equivalente al tiempo de secuestro de las histonas, coincide 

con el tiempo que tarda en ser reparado el daño al DNA (Althaus 1992, 

Murcia 1994) . 

El avance del ciclo celular depende del estado en el que se encuentre el 

DNA al inicio de la fase S. El conjunto de factores transcripcionales y 

replicativos que han sido activados deben encontrar un DNA íntegro; de aquí 

la importancia de la reparación del DNA y de las enzimas que regulan 
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dichos factores para el avance satisfactorio del ciclo celular. Estas y otras 

proteínas reguladas a su vez, en la mayoría de los casos por cinasas, son las 

encargadas de desatar los procesos de avance en el ciclo celular, por lo que 

existe una compleja red de intercomunicación celular que está encargada 

de transmitir la señal y convertirla en una respuesta fisiológica específica o 

general que resulta en la decisión de proliferación o no pmliferación (figura 

2) (Blumer 1994, Georgieva 1994). 

FIGURA 2 Contml del ciclo Celular en Eucariontes. 

11 



Amplificación por PCR de secuencias codificantcs de MAPK y PARP de maíz 

TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES. 

La gran mayoría de los procesos celulares propios de la germina

ción están mediados por transducción de señales, ya que para 

coordinar las primeras fases del desarrollo, la célula debe responder de forma 

específica y particular de acuerdo al medio que la rodea y las necesidades 

particulares que se le presenten. Dichas respuestas obedecen a estímulos, los 

cuales son percibidos por la célula mediante un acoplamiento de estimulo

respuesta. Así, una señal es generada y transmitida (Transducción de la 

señal) y un cambio bioquímico es producido (la respuesta). Este proceso 

requie1·e además del reconocimiento del estímulo por parte del t·eceptor, del 

subsecuente uso de mensajeros secundarios y/o proteínas efectoras que 

transmiten la señal, la cual entonces provocará la respuesta apropiada. Entre 

las propiedades clave de la transducción de señales se encuentra la velocidad 

a la cual el estímulo provocado por factores externos es transducido o 

"comunicado" hasta los blancos celulares de respuesta, la sensibilidad para 

responder a una cantidad muy baja de efector, la potenciación del mensaje 

(lograda gracias a una amplificación del mismo), y la especificidad, todas 

controladas por una red de elementos que actúan como reguladores positivos 

y negativos, en los cuales los elementos de regulación positiva actúan como 

intermediarios esenciales que conducen la transducción de la señal. Por su 

parte los elementos de regulación negativa son los responsables de que se 

asegure que la respuesta sea la adecuada, que se de en el tiempo necesario, 

así como que se encuentre coordinada con otros eventos celulares. 

Específicamente, el control negativo puede: 1) provocar cambios en la 

sensibilidad a estímulos en pa1ticular, lo que permite a su vez regular la 

intensidad de la respuesta, 2) terminar la respuesta cuando se ha completado, 

siempre y cuando el estímulo se haya terminado y 3) permitir que la vía de 
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señalización pueda ser re-usada (Blumer 1994, Georgieva 1994, Lewin 

1994, Stasfrom 1993) . 

En la mayoría de los casos las vías por las cuales son transducidas las 

señales son las de fosforilación I desfosforilación de pl'Oteínas, en las que las 

proteín cinasas y las proteín fosfatasas forman una red de reguladores 

positivos y negativos. En estas redes encontramos proteínas sobre las que 

confluyen vías de transducción, por lo que las -mutaciones en estas proteínas 

pueden traer consigo fuertes cambios metabólicos que pueden llevar a una 

célula a una proliferación desmedida. Algunos Proto-oncogenes son también 

un grupo de proteínas con actividad de cinasa y representan elementos 

transduccionales que controlan la proliferación celular por transmisión de 

estímulos mitogénicos (Georgieva 1994, Hagége 1993) . 

Se ha reportado que una de las principales funciones de los productos 

proto-oncogénicos resulta en la inducción de fosforilaciones por medio de 

proteín-tirosín cinasas (PTKs) y de pl'Oteín-serín-treonín cinasas. Las PTKs 

parecen estar íntimamente ligadas a la proliferación celular, ya que algunos 

cambios celulares como la transición entre la quiescencia, diferenciación y el 

estado mitótico en las células eucariontes es pl'Omovido y acompañado por 

cambios en la expresión de estos genes (Blummer 1994, Cano 1995, Nishida 

1993) . Un claro ejemplo de ello lo constituyen las MAPK (de sus siglas en 

inglés Mitogen Activated Protein Kinases) en la regulación del ciclo celular. 

Las MAPK son también activadas en células no proliferativas por hormonas, 

neurotransmisores y otl'Os estímulos extracelulares. Además, la diferenciación 

celular regulada extracelularmente también involucra la activación de 

MAPK, lo cual indica que se encuentran también involucradas en otros 

procesos de señalización intracelular (Avruch 1994, Blumer 1994, Cano 

1995, Davis 1994, Nishida 1993) . 
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En la literatura podemos encontrar un número cada vez mayor de 

blancos de fosforilación de MAPK y también un número considerable de 

proteín-cinasas de MAPK, las cuales se han nombrado como MAP cinasa 

cinasa (MAPKK .o también MEK, ERKK, MKKl, MKKZ etc. dependiendo del 

sistema en el que se han caracterizado). Todas estas proteínas son a su vez 

reguladas enzimáticamente por fosforilación, lo que convierte al proceso de 

señalización o transducción intracelular en una cascada fosforilativa que 

podemos visualizar resumidamente en la figura 3. 

Factor de 
crecimiento 
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o ~ .... [fil] . 
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FIGURA 3 Transducción de señales mitogénicas mediada por una cascada de 
fosforilación/ desfosforilación en la que se encuentra involucrada MAPK. 
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Recientemente se ha reportado que existe más de una cascada 

fosforilativa en cada célula; cascadas que responden de modo independiente 

y particular a un estímulo dado, lo que nos hace pensar en la complejidad 

de la señalización intracelular y del gran número de proteínas que deben 

estar involucradas en este modelo. En células de mamíferos y levaduras se 

han reportado al menos tres cascadas diferentes. En el caso de las MAPK se 

conocen tres subfamilias con al menos dos diferentes isoformas en cada una 

(Cano 1995); en plantas solamente se ha reportado la existencia de una vía 

homóloga a la vía ERK (subfamilia TEY) de mamíferos, por lo que en este 

campo queda por comprobarse la posible existencia de cascadas paralelas, de 

isoformas en MAPK . tipo JNK/SAPK o tipo HOGI (subfamilias TPY y TGY 

respectivamente; Cano, 1995). 

MAPK Y PARP: ESTABLECER SU PAPEL FISIOLÓGICO. 

E 1 conocimiento sobre la existencia y el papel fisiológico de 

proteínas tipo MAP cinasas y tipo Poli(ADP ribosil) polimerasas en 

el maíz es de gran impo1tancia, ya que ambas proteínas patticipan en 

paralelo en la regulación del ciclo celular (ver justificación); es decir, pese a 

que sus actividades enzimáticas son completamente independientes una de la 

otra, sus efectos metabólicos determinan si la célula prolifera o no. El 

presente trabajo de tesis se abocó al aislamiento de secuencias tipo MAPK y 

tipo PARP del genoma de maíz, realizando amplificaciones por PCR de 

regiones que son reconocidas por oligonucleótidos específicos que fueron 

diseñados para actuar como cebadores de la replicación en secuencias 

conservadas de los genes de estas proteínas. 

15 



Amplificación por PCR de secuencias codificantes de MAPI\ y f'ARP de maíz 

AMPLIFICACIÓN POR PCR. 

La estrategia experimental que se escogió para el aislamiento de 

estos genes (amplificación por PCR), es una de las estrategias más 

usadas hoy en día por biólogos moleculares de toc:lo el mundo; se trata de una 

estrategia metodológica que permite amplificar una secuencia de DNA en 

particular que puede estar "diluida" millones de veces en un genoma. 

La técnica de amplificación por PCR (de sus siglas en inglés Polymerase 

Chain Reaction) fue desarrollada a mediados de los años 80s por Mullis. El 

PCR puede usarse para reproc:lucir o amplificar una secuencia de DNA in 

vitro sin el uso de células durante el proceso. Sin embargo, el procedimiento 

solamente puede ser usado si las secuencias de nucleótidos flanqueantes de la 

región de interés es conocida, ya que el PCR involucra el uso de 

oligonucleótidos sintéticos complementarios a dichas secuencias conocidas 

donde se alinean (o hibridan) a la región de interés para cebar ui:ta 

amplificación enzimática del segmento de DNA; este alineamiento dependerá 

de la complementaridad del oligonucleótido con la región blanco, de la 

concentración de sales y de la temperatura a la cual ocurre la hibridación 

(cuando se moc:lifica alguno de estos dos últimos factores se dice que estamos 

cambiando la astringencia del experimento) . 

El PCR involucra tres pasos, cada uno repetido muchas veces para 

proc:lucir los ciclos de amplificación (figura 4). Paso 1: El DNA genómico que 

contiene la secuencia a ser amplificada es desnaturalizado por calor (94"C). 

Paso 2: El DNA desnaturalizado, se alinea a un exceso de primers (u 

oligonucleótidos) a una temperatura que varía de los 37 a los 68"C, lo que 

permite moc:lificar la astringencia dd experimento. Paso 3: Una DNA 

polímerasa es usada para replicar el segmento de DNA hacia los extremos 3' 
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de los oligonucleótidos, los cuales proveen el extremo 3'0H libre requerido 

para la extensión covalente; el DNA genómico desnaturalizado sirve como 

templado. El producto del primer ciclo de replicación es nuevamente 

desnaturalizado 1 alineado a los primers y replicado nuevamente por Ja DNA 

polimerasa. El ciclo es repetido muchas veces hasta que se alcanza el nivel de 

amplificación requerido. Nótese que el procedimiento de amplificación tiene 

otra ventaja más, un rendimiento exponencial, ya que para el fin del primer 

ciclo el segmento de DNA se ha duplicado, al fin del segundo ciclo al 

cuadruplicado, etc., de tal modo que para el décimo ciclo tendremos 

aproximadamente 1024 copias a partir de cada templado original. 

Inicialmente la elongación de las cadenas en el PCR se llevaba a cabo 

con el fragmento Klenow de la DNA poi 1 de t: co/J~ lo que presentaba la 

desventaja de que en cada ciclo de desnaturalización del DNA la polimerasa 

también se desnaturalizaba, lo que obligaba a la adición de nueva enzima al 

final de cada paso de desnaturalización. El mayor avance en el PCR vino con 

el descubrimiento de una polimerasa termoestable aislada a partir de una 

bacteria termófila Thennus aquaticus. Esta polimerasa fue llamada Taq 

polimerasa. Esta enzima tiene una temperatura óptima de catálisis de 7ZºC, 

temperatura a la cual las cadenas del templado permanecen separadas, por lo 

que el paso de elongación de las cadenas se lleva a cabo a ésta temperatura. 

Pero la ventaja más grande que ofrece es que solamente tiene que ser 

adicionada al inicio de la reacción, ya que no pierde su actividad aún 

durante el paso de desnaturalización (Gardner 1991) . 
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VARIANTES DEL PCR. 

e ada vez son más las aplicaciones del principio de amplificación 

por "PCR en la biología molecular, donde se han desarrollado 

variantes de esta técnica de las cuales a continuacíón mencionaremos 

algunas: 

RT-PCR: (Reverse Transcription PCR). Esta técnica nos permite obtener 

una secuencia en particular de cDNA a partir de RNA; para lograr esto, es 

necesario incubar RNA con transcriptasa reversa en presencia del primer 

reverse, el cual servirá de cebador a dicha enzima para la síntesis de la 
" primera cadena del cDNA. Posteriormente, el híb1·ido es desnaturalizado y se 

añade el segundo primer con la Taq polimerasa para así iniciar con el primer 

cido de amplificación (Life Technologies 1994). 

DD-PCR: (Differential Display-PCR) En esta variante de la técnica de 

PCR se busca encontrar genes que se expresen de una manera diferencial 

durante algún proceso metabólico; por ejemplo, saber si existen genes que se 

expresen diferencialmente durante la germinación del maíz. Para lograr esto 

se obtiene RNA de diferentes tiempos, de diferentes tejidos etc., los cuales se 

transcriben a cDNA usando como primers oligonucleótidos universales hacia 

el extremo 5' y oligonucleótidos con la estructura NN(poli n .hacia el 

extremo 3', donde N es alguna base en pa1ticular que sesga la población de 

mensajes que serán transcritos a cDNA, logrando con· esto que mensajes que 

se encuentren mayormente representados logren una mayor amplificación 

que mensajes que estén menos representados (Life Technologies 1994). 
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Secuenciación por PCR: El método está basado en la secuenciación por 

el método de Sanger, solamente que con el PCR podemos usar va1'ios ciclos 

de polimerización, lo que vuelve a esta técnica más sensible (Life 

Technologies 1994). 

PCR in sit1r. En esta técnica se realiza una amplificación por RT-PCR 

directamente sobre un tejido, aunado a que a los oligonucleótidos o a los 

nucleótidos se les "pega" químicamente un grupo cromóforo, lo que permite 

detectar en qué parte del tejido ocurrió una amplificación y por tanto en que 

región física de un tejido se está expresando determinado mensaje (Life 

Technologies 1994). · 

Existen más variantes de ésta técnica como el RACE 5' y RACE 3': , 

mutagénesis dirigida, PCR competitivo, etc., sin embargo poi· cuestiones de 

espacio solamente se explicaron brevemente aquellas de mayor impo1tancia 

para el presente trabajo. 
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JUSTIFICACIÓN 
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Estamos interesados en saber cuales son los eventos moleculares 

que desencadenan la proliferación celular durante la germinación 

de semillas del maíz, cómo están regulados y evaluar el efecto de hormonas 

vegetales sobre. estos eventos. Resultados previos obtenidos en nuestro 

laboratorio han indicado que al tratar ejes embriona1·ios de maíz con 

citocininas, se produce una fuerte estimulación de la actividad de una 

enzima tipo PARP, a la vez que se produce una estimulación de proteín 

cinasas calcio-independientes (Zúñiga 1995). Las células de estos ejes entran 

a la fase S del ciclo celular mucho antes que lo hacen las células de ejes no 

tratados con la hormona. Consideramos así, la posibilidad de que genes 

como los de PARP y MAPK se expresen durante el inicio de la germinación, 

especialmente en ejes estimulados con hormonas, para así colaborar en la 

promoción del ciclo celular. 

Por esta razón, el presente trabajo se planteó estudiar los genes de estas 

dos enzimas, las cuales deben jugar un papel regulatorio crítico en las 

primeras fases de la germinación. Las proteínas tipo MAPK, como ya se 

discutió antes, se encuentran al final de las cascadas de fosforilacíón, muy 

cerca de factores traduccionales, transcripcionales y de duplicación, por lo 

que su activación podría ser una señal del inicio de la proliferación celular. 

Asimismo, el conjunto de proteínas reparadoras del DNA (entre ellas PARP) 

regulan también la proliferación ya que de su actividad depende la 

integridad de esta molécula. 

La estrategia experimental que se decidió utilizar para el aislamiento 

de regiones de DNA con secuencias tipo MAPK y PARP fue la técnica de 

amplificación por PCR. Dicha técnica, como ya se discutió, es 

particularmente sensible, específica y de alto rendimiento siempre y cuando 

sean escogidas correctamente las condiciones para la reacción de 
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amplificación, lo que ha hecho de esta técnica una de las más usadas hoy en 

día para el aislamiento de genes de todos los grupos taxonómicos. 

El presente trabajo reporta los resultados que hasta ahora se han 

obtenido, como son la clonación de las regiones que fueron amplificadas, la 

secuenciación parcial de estas regiones y la expresión de una de ellas durante 

las primeras fases de la germinación del maíz, asi como los resultados 

obtenidos del primer escrutinio de un banco genómico. 

Posteriormente, una vez aisladas estas regiones putativas de estos 

genes, y habiendo ·sido secuenciadas, se podría en un futuro buscar el 

mensaje completo en bancos de cDNA, buscar el gene completo en bancos de 

DNA genómico, medir su expresión en ensayos de Northern Blot usando RNA 

de ejes embrionarios sin tratar y tratados con hormonas vegetales para de 

esta manera evaluar el efecto de hormonas vegetales en la expresión de este 

gene durante la germinación de semillas de maíz. 

A más largo plazo, el conocimiento que se logre construir con los 

trabajos de todos los que nos dedicamos al estudio de la germinación del 

maíz será aplicado en la biotecnología de semillas para desarrollar 

variedades transgénicas de maíz genéticamente estables, cuyas semillas 

mejoradas germinarían de una manera mas homogénea aún después de 

largos periodos de almacenaje que propician el deterioro de la semilla; 

deterioro que es consecuencia de la alteración bioquímica de la estructura 

celular. 
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ÜBJETIVOS 
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Para el presente trabajo nos propusimos los siguientes objetivos: 

1. Diseñar y sintetizar oligonucleótidos de secuencias conservadas de MAPK 

y PARP. 

2. Amplificar por PCR secuencias tipo MAPK y PARP usando dichos 

oligonucleótidos y analizar electroforéticamente los productos resultantes 

3. Clonar dichos productos de PCR. 

4. Secuenciar los productos de PCR que hayan sido clonados. 

5. Estudiar la expresión de M5 durante la germinación de semillas de maíz, 

utilizando las sondas obtenidas por análisis de Notihern y/o RT-PCR. 
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MATERIALES y MÉTODOS 
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Material biológico: Para la realización de este proyecto se utilizó maíz 

(Zea mays L.) variedad chalqueño. El banco genómico de maíz fue adquirido 

de Stratagene (Lambda FIX 11 Library), la bacteria hospedera ( E. coli SRB

P2) fue prnporcionada en el mismo paquete. El plásmido pCRII y las células 

competentes (INVaF') fueron adquiridos de lnvitrogen Co. 

Los métodos aquí reportados fueron tomados de Sambrook 1992, 

Weissbach 1988, y manuales de Gibco BRL, Perkin Elmer, Boehringer, 

Invitrogen, DuPont, Stratagene y Pharmacia, mismos que pudieron haber 

sido modificados parcialmente. 

Obtención del DNA de ejes embrionarios: Se partió de 0.8 - 1.0 

gramos de ejes embrionarios de maíz variedad chalqueño, los cuales fueron 

extraídos de la semilla a mano, auxiliándose con una navaja; fueron 

congelados en nitrógeno líquido y homo~eneizados en un mortero estéril; el 

polvo resultante se agitó vigorosamente en 15 mi de buffer de extracción: 

Tris-HCI lOOmM pH 8, EDTA 50rnM pH 8, NaCI 500mM , ~

Mercaptoetanol lOmM y 1 mi de SOS al 20% y se incubó a 65 ºC 10 minutos; 

posteriormente fueron adicionados 5ml de acetato de potasio (KAc) 5M, 

dejándose reposar a O ºC 20 minutos; de:;pués, el extracto fue centrifugado a 

25000 g durante 20 minutos, se separó y filtró el sobrenadante, en el cual se 

hallan los ácidos nucleicos, los cuales, fueron precipitados con 1 O mi de 

propanol -2 a 25000 g 15 minutos, y resuspendidos en 0.7 mi de Tris-HCI 

50mM pH 7.4, EDTA lOmM pH 8 (TE). La solución fue transferida a un tubo 

eppendorf y se volvió a precipitar con 75µ1 de acetato de sodio (NaAc) 3M 

pH 5.2 y 500µ1 de isopropanol , resuspendiendo nuevamente en TE y tratando 

con RNAsa libre de DNAsa (Boehringer) a una concentración de 50 µg/ml a 

37 ºC toda la noche. Las prnteínas fueron eliminadas tratando la solución con 

fenol, 1:1("/v), fenol-clornformo 0.5:0.5:1 (' /,.)dos veces y clornformo 1:1 
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(~/v); el DNA se precipitó con etanol absoluto 3:1 (v/v) y NaAc 3M pH 5.2 

0.111, fue resuspendido en 250 µI de TE y se determinó su cantidad y pureza 

por un método espectrofotométrico (1 U A~Go = 50 µg de DNA ó 40 µg de 

RNA). 

Obtención de RNA de ejes embrionarios: El RNA se extrajo con 

TriZOLTM (Gibco BRL) a razón de 1.5 mi por cada 100 mg de teido, éste se 

homogeneizó en un mottero estéril y se centrifugó para remover fracciones 

insolubles, posteriormente fueron agregados 0.2 volúmenes de cloroformo

alcohol isoamílico 49 partes a 1 y se centrifugaron en microcentrífuga a 12 

mil r.p.m. durante 10 minutos, el sobrenadante se trasladó a un tubo limpio 

y el RNA fue precipitado con 1 volumen de isopropanol a -20 ºC y se incubó 

de 5 a 30 minutos a -70 ºC y centrifugado durante 10 minutos a 12 mil 

r.p.m.. Finalmente, la pastilla fue resuspendida en agua desionizada tratada 

. con dietil pirocarbonato (1 mi de DEPC/ l. de agua destilada) (aHzO-DEPC). 

Síntesis de oligonucleótidos: La síntesis de los oligonucleótidos se 

llevó a cabo en un Gene Assembler Special (Pharmacia) a una escala de 0.2 

µmoles cada uno. Los oligonucleótidos son sintetizados en una columna de 

soporte, de la cual tienen que ser liberados dejándolos toda la noche en un 

tubo eppendorf con 1.5 mi de NfüOH a 65ºC para posteriormente ser 

pm·ificados en una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia). 

PCR: Para las reacciones de PCR se utilizó un termociclador modelo 

480 (Perkin Elmer) y un kit de PCR Reagent System: Taq-polimerasa, mezcla 

de desoxinucleótidos trifosfato, buffer de PCR, y a\·hO (Gibco BRL), mezcla de 

los oligonucleótidos (Forward & Reverse) así como el templado de interés. 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en tubos de pared delgada en un 

volumen final de 100 pi (aunque se puede disminuir el volumen hasta 25 µI) 
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en el cual las concentraciones de los componentes finales de reacción 

recomendados son: aH20 necesaria para el volumen final deseado, buffer de 

PCR lX, MgCl2 de 1 a 2 mM, nucleótidos 0.2mM c/u, oligonucleótidos 2 

µM c/u, templado 10 ng/µl, Taq polimerasa 2.5U/100µ1. Una vez que 

fueron añadidos todos los componentes en el orden indicado se dió un pulso 

de centrifugación y se les añadió a las muestras una o dos gotas de aceite 

mineral para evitar pérdidas por evaporación. El tubo de reacción se colocó 

en el termociclador ya pre-calentado a 94"C y fueron incubados a esta 

temperatura durante 5 minutos previo al primer ciclo de amplificación. Se 

recomienda también que el número de ciclos sea de 25 ya que más allá de 

este número la eficacia de la enzima disminuye y los componentes de la 

reacción comienzan a ser limitantes. Igualmente, se recomienda que al final 

de estos 25 ciclos se dé un periodo de polimerización final a 72 ºC durante 

10 minutos. La reacción se detuvo agregando EDTA 5mM o por 

refrigeración. 

RT-PCR: Se utilizó un kit de RNA-PCR: MgClz, buffer de PCR, Taq

polimerasa, mezcla de desoxinucleótidos trifosfato, transcriptasa reversa 

MuLV, inhibidor de RNAsa, HzO·DEPC (Perkin Elmer) para la síntesis de 

cDNA y para la amplificación, utilizando los oligonucleótidos sintetizados 

como "primers" y RNA como templado. En un tubo se añadieron en orden los 

siguientes componentes (en concentración final): al-120 necesaria para un 

volumen final de 20µ1, MzCh 5mM, 1 OX PCR buffer 11 1 X, nucleótidos 1 mM 

clu, lnhibidor de RNAsa 1 U/µl, olizonucleótido "reverse" 0 .75 µM y lµz de 

RNA total (pueden usarse 5 a IOng de RNA poli A+), las muestras se 

incubaron a 65ºC durante 5 minutos, después se bajó la temperatura a 42ºC 

y se añadió Transcriptasa reversa MuLV 2.5 U/µ1, para ser incubados a esta 

temperatura durante 15 a 25 minutos, al cabo de los cuales se agregaron 

80µ1 del mix de PCR con concentraciones finales de: MgCl2 2mM, 1 OX PCR 

30 



Yuri jorge J. Peña Ramírez 

buffer 11 1 X, oligonucleótido "forward" 20 µM , Taq polimerasa 2.SU/µl y 

una o dos gotas de aceite mineral. Las muestras se incubaron a 94ºC durante 

cinco minutos antes del primer ciclo de amplificación . 

Purificación en columnas de sephadex: Se cub1·ió el fondo de una 

jeringa desechable para insulina de 1 mi de capacidad con fibra de vidrio 

(pelo de ángel) , y fue llenada con una solución de Sephadex G-25 

(Pharmacia) en STE 1 X (NaCl 0.1 M, Tris-HCI 1 OmM, EDT A 1 mM), se 

centrifugó a 3000 r.p.m. durante 4 minutos a temperatura ambiente, las 

columnas se lavaron agregando 200 µI de STE y repitiendo la centrifugación. 

La muestra, que debe tener .un volumen máximo de ZOO µl, fue cargada en la 

columna y se repitió la centrifugación, el eluyente resultante es la muestra 

purificada. 

Transferencia Southern: Se cortamn 20-40µg de DNA de maíz con 

llcoRI. , Bamfll. y Hindl.11 (Gibco BRL) en _Buffer de Restricción Gibco BRL 

Números Z, 2 y 3 respectivamente a 37 ºC toda la noche para correr una 

electroforesis en un gel de azarosa al 0 .8% junto con A.-Hindl.ll como 

marcador de peso molecular y como control negativo, los productos de 

amplificación o vectores que se usarían como sondas también fueron 

cargados como controles positivos. Después de la electroforesis, el DNA se 

transfirió utilizando un filtm de Nylon como soporte receptor y como buffer 

de transferencia NaOH 0.5M. Al cabo de 1 6 a 18 horas, se removió el 

aparato de transferencia ( figura 5 ) y el DNA fue fijado a la membrana de 

Nylon en un UV-Crosslinker (Hoefer Scientific lnstruments) a 1200 Kj/cm2 

durante cuatro minutos. 
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Peso 

Papel Absorbente. 

Papel Whatman 3m 

Filtro de Nylon 

Buffer de transferencia 

FIGURA 5 Transferencia de ácidos nucleicos a membranas de nylon. 

Transferencia Northern: Se prepararon geles desnaturalizantes de 

agarosa al 1.5%, en los cuales se agregaron 0.178 partes de formaldehido 

concentrado, 0.625 pa11es de azarosa disuelta en H20-DEPC y o, 196 partes 

.de buffer de corrida para gel de formaldehido (FGRB) (0.1 M MOPS pH 7.0, 

40 mM NaAc pH 5.2, 5 mM EDTA pH 8.0). Las muestras de RNA se 

cuantificaron para tratar 100 µg agregando 0.44 volúmenes de FGRB, (0.77 

volúmenes de formaldehido y Z.Z volúmenes de formamida), fueron 

calentadas a 65 "C 15 minutos, se enfriaron en hielo y fueron cargadas en el 

gel inmediatamente; las muestras de DNA que se cargaron como controles 

positivos fueron preparadas de la misma manera. Al terminar la corrida se 
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montó el aparato de tl'ansferencia del mismo modo que en la transferencia 

Southern, pero usando 20X SSC (NaCI 3M, Citrato de Na 0.3 M pH 7.4) 

como buffer de transferencia. 

Marcaje de sondas: Se mat·caron 5 ng de DNA haciéndolo reaccionar 

con 6µ1 de 5X Random primer extension buffer, 7 a 12µ1 de DNA con agua 

destilada, 6µ1 de mezcla 5X de desoxinucleótidos trifosfato menos d:TP, 

0.25 a 5µ1 de d:TP marcado en posición a 32 P (50 µCi), la muestra se 

incubó a 94 "C durante cinco minutos y se enfrió en hielo rápidamente, 

finalmente se agregó IµI del fragmento zrande de la DNA polimerasa 1 de E. 

coli, también conocido como fragménto Klenow, hasta un volumen final de 

30µ1 (todo de Biotechnology Systems NEN research producís). Se dejó la 

reacción seis horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la sonda fue 

purificada en una columna de Sephadex G-25 (Pharmacia) y se almacenó a -

20 ºC hasta su utilización. Típicamente se obtenía una incorporación 

eSpecífica de 107 C.P.M. /µg DNA. 

Hibridación en membranas de Nylon: Primeramente se sumergió el 

filtro de Nylon en 6X SSC durante dos minutos, se prehibridó durante seis 

horas a una temperatura 5"C menor que la temperatura de hibridación en 

una estufa de hibridación (Hybaid), introduciendo el filtro en una botella de 

hibridación (Hybaid) con 37.5ml de 6X SSC, 5X Denhardt's (IOOX 

Denhardt's se prepara con 5g de ficoll, 5g de polivinilpirrolidona, 5g de BSA, 

y agua destilada estéril hasta 500 mi, agitación toda la noche), 0.5% SOS, 

1 OOµg de ONA de cadena sencilla de esperma de pescado (MB Grade 

Boehringer) . Al finalizar la pre-hibridación se hibridó a la temperatura 

deseada para regular la astringencia del experimento, (37 a 68 ''C) 16 horas 

en 6X SSC, 0.5% SOS, IOOµg/ ml de ONA de esperma de pescado, y la sonda 

marcada. Finalmente se lavaron los filtros con baños sucesivos a 6X, 3X, y 
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1.5X SSC, a temperatura ambiente y a 6X, 3X y 1.5X SSC a 4 7.5 ºC para 

experimentos poco astringentes y hasta 0.1 X SSC y 68ºC para experimentos 

de alta astringencia. Todas las soluciones de lavado incluían 0.5% de SOS y 

cada lavado duró 20 minutos, al término de cada lavado el filtro se 

monitoreaba con un contador Geiger de mano, los lavados se suspendían 

cuando no se detectaba marca inespecífica en la membrana. Finalmente los 

filtros se secaron y se expusieron en autorradiografía a -70 ''C. 

Clonación directa de productos de PCR en pCRlfM: Esta técnica de 

clonación desarrollada por lnvitrogen Co. aprovecha un "defecto" que tienen 

la mayoría de las Taq polimerasas, las cuales, al terminar la polime1·ización 

de los fragmentos amplificados les añaden una adenina en posición 3'; esta 

compañía ofrece un plásmido capaz de ligarse al producto de PCR con la 

ayuda de esa adenina, poi· lo que las clonaciones tuvieron que llevarse a cabo 

el mismo día que el PCR ya que este "defecto" en los productos se pierde con 

facilidad. El procedimiento es sencillo; 1 µI del producto fresco de PCR se 

incuoo con 1 µl de buffer de ligación, 2µ1 de vector, 1 µl de T4 DNA ligasa y 

agua estéril hasta 9µ1. Se incubó la reacción toda la noche a 14ºC. La 

transformación se llevó a cabo añadiéndole a 50µ1 de células competentes 2µ1 

de J3mercaptoetanol, y 2111 de la reacción de ligación. Se incuoo la reacción 

en hielo durante 30 minutos, se dió un pulso de calor de 30-60 segundos a 

42ºC, se regresó al hielo durante dos minutos y finalmente las células fueron 

usadas para inocular 500µ1 de medio l.B (Luria Broth), se dejaron crece1' 30 

minutos a 37''C y se plaquearon en cajas con agar LB, ampicilina 100µg/ml, 

IPTG 160nM y X-Gal 160nM. Las bacterias transformantes fueron aquellas 

que al crecer en este medio producían colonias de color blanco. 

Escrutinio del banco genómico: Se prepararon aproximadamente 40 

cajas con agar YPSMMg ( 5g de NaCI, 5g de extracto de levadura, 1 O g de 
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peptona, 0.2% de maltosa , 1 O mM de MgS04 y 1.8% de agar) y fuemn 

inoculadas con 3 mi de agar YPSMMg suave (en lugar de agar lleva 0.8% de 

agamsa), O.Zml de cultivo bacteriano A ;.9;. = 0.5, y apmximadamente 

25,000 unidades formadoras de placa (UFP). Las cajas son incubadas de 5 a 

7 horas hasta que se puedan observar la.~ placas, la superficie de agar suave 

de las cajas fue cubierta con filtms de nylon cargados positivamente 

(Boehringer) previamente esterilizados para que los fagos difundieran a la 

membrana, el DNA del filtm fue desnaturalizado, neutralizado, prehibridado, 

hibridado y expuesto a autorradiografía como se ha explicado anteriormente. 

Las clonas que hayan resultado positivas se recuperan de la caja original para 

ser reescrutinadas. 

Secuenciación de los insertos clonados: Se utilizó el kit de 

secuenciación Amplicycle de Perkin-Elmer, el cual consta de buffer de 

secuenciación, mezcla de reacción para G, A, T, y C, solución stop, DNA 

control y primers "forward" y " reverse" para plásmidos con sitios M-13, los 

cuales son regiones del fago M-13 cuyo material hereditario es DNA de 

cadena sencilla, el cual es muy usado como vector para propagar las regiones 

a secuenciar. 

Debido a que el plásmido en el que se clonaron los productos de PCR 

(pCRII) posee sitios M-13 en las zonas flanqueantes al "polilinker" (Sitio del 

plásmido con múltiples zonas de restricción y donde se ubica el inserto), se 

decidió secuenciar usando los primers de M-13 como cebador a alta 

astringencia (68"C como temperatura de alineamiento). 

Se tomó una colonia de una caja petri con una asa de siembra y se 

disolvió en 50 µI de DNA [xtraction R< ~agent (Perkin Elmer) , se calentó a 

99°C durante 1 O minutos y se centrifugo a 1 ZK r.p.m. durante un minuto a 
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temperatura ambiente, a 20 µ1 del sobrenadante se le añadieron 10 pmoles 

de primer y se calentó a 95"C cinco minutos para posteriormente ser 

enfriadas en hielo. Posteriormente y en frío se añaden 4µ1 del buffer de 

secuenciación, 1 ó Z unidades de T:1q polimerasa, 25 µCi de a:~zp ~TP y 

at-120 hasta 15 µl; se dividen en cuatm tubos y a cada uno se le agregan 2µ1 

de cada mezcla de reacción diferente ( G, A, T, C ), se agrega una gota de 

aceite mineral a cada tubo y se dan 25 ·ciclos de PCR bajo las siguientes 

condiciones: 95ºC 1 minuto, 7Z''C un minuto y 68ºC un minuto. Al final se 

agregan 4µ1 de solución stop a cada tubo, se calientan a 94ºC durante 5 

minutos y después de ser enfriadas en hielo se cargan en un gel de 

secuenciación de acrilamida al 8%. El gel se seca y se expone a 

autorradiografía a -700C. 
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RESULTADOS y DISCUSION 
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DISEÑO DE Ol/GONUCLEÓTIDOS. 

En ba~ a las secuencias reportadas en la literatura, se eligieron 

ciertas regiones de los genes de MAPK y PARP basándose en los 

siguientes criterios: 

1) Alineando las secuencias aminoacídicas de MAPK y PARP de 

distintos grupos taxonómicos y eligiendo aquellas regiones que se hallasen 

mas conservadas filogenéticamente, lo cual es un .indicio de que deben ser 

regiones estructuralmente importantes o imprescindibles para el buen 

funcionamiento de la enzima, y que codifican para regiones que le brinden a 

la proteína su capacidad catalítica o su especificidad. 

2) Eligiendo las regiones de la secuencia primaria de la proteína que le 

dan a la enzima especificidad, para así evitar regiones comunes con otras 

proteínas; por ejemplo, si elegimos para el oligonucleótido "forward", la 

región que codifica para un dominio catalítico de la enzima problema, la 

región que seleccionemos para el oli;~o11ucleótido "reverse" debe estar 

ubicada dentro de una región que codifique para un dominio de 

reconocimiento de sustrato, un dominio de regulación, etc. De esta manera, 

solamente serán amplificadas aquellas secuencias que sean flanqueadas por 

secuencias que codifican para ambas actividades enzimáticas. 

3) Buscando las regiones del DNA que codifican dichas secuencias, se 

alinean las secuencias de nucleótidos; de esta manera, se eligieron las 

regiones que constan de 21 nucleótidos para MAPK y 24 para PARP. 
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4) Se crearon degeneraciones en los oligonucleótidos con el fin de 

tener una mayor posibilidad de hibridación previniendo de esta manera las 

posibles sustituciones cie nucleótidos (o mutaciones) que sufrieran los genes 

de MAPK y PARP del maíz en su historia evolutiva. Para esto se utilizó la 

tabla repo1tada por Wada et al, (1990) donde cita las frecuencias de codón 

por aminoácido en proteínas de maíz. Por ejemplo, los porcentajes de 

leucina son los siguientes: CTA 9.6%, CTC 26.4%, CTG 28.2%, CTT 15.8%, 

TIA 4.4%, TTG 15.4%; de esta manera, al crear un oligonucleótido con 

secuencias para leucina, un CT(G/c) reúne más de un 50% de posibilidades 

de codificar leucina en esa posición, aunque no quiere decir que un 

oligonucleótido tenga ambas bases; lo que sucede realmente es que el 

sintetizador incorpora una mezcla de estas bases en la misma posición 

teniendo como resultado dos poblaciones de oligonucleótidos, los que tienen 

CTCy los que tienen CrG. 

La manera de sekccionar la direccionalidad de los oligonucleótidos 

está dada por la secuencia original reportada, que es siempre la cadena con 

sentido en la dirección 5 '~3', por lo que el oligonucleótido forward será 

aquel que se encuentre ubicado hacia el extremo 5' y en la misma dirección 

que la cadena repottada, es decir será idéntica; el oligonucleótido reverse 

será aquel que se ubique hacia el extremo 3' de la cadena reportada y en 

sentido anti paralelo a ésta, con el fin de dejar siempre un extremo 3'0H libre 

a la polimerasa en el momento del apareo con la secuencia problema. 
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SÍNTESIS DE OLIGONUCLEÓTIDOS. 

Para MAPK se sintetizaron los siguientes oligonucleótidos: 

Oligo 'Torwal'd": 

5'-GGCGC(Cf.r)TACGG(Cf.r)ATIGT(' /dTGC -3' 

Oligo "Reverse": 

5'-(A/ c)AGCTCTGG(Gf.r)CC(1"/ G)CGGTACCA -3' 

En la figura 6 podemos localizar estos oligonucleótidos en el mensaje 

completo de una MAPK de chícharo; el oligonucleótido "forward" se 

encuentra ubicado en el dominio número tl'es de las proteínas tipo MAPK, el 

cual está encargado de la unión a nucleótido y fosforilación. El 

oligonucleótido "reverse" se halla en el dominio número ocho en el cual se 

encuentra ubicada la región de reconocimiento de enzimas tipo MEK, 

MAPKK etc. para la fosforilación de esta enzima. 

Para PARP se sintetizaron los siguientes oligonucleótidos: 

Oligo "Forward": 

5'-CT(C/ c)CAGAAGATGCCCCT(C/ G)GG(' /c)AAG -3' 

Oligo "Reverse": 

5' -(C / G)GCGAAGTAGAT('Ir)CCCTI(A/ G)CCGAA -3' 

En la figura 7 podernos observar el lugar donde se encuentran los 

oligonucleótidos q11e se sintetizaron en el gene completo de una FARP de 

pollo; en este caso, el oli8011ucleótido "forward" se encuentra ubicado en el 

dominio número :l de las proteínas tipo FARF', el cual está ubicado en el 
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dominio catalítico de la e11z1ma, el oligonucleótido "reverse" se halla 

aproximadamente 300 pb "río abajo" l't1 el dominio número 7, en el cual se 

encuentra ubicada la región de reconocimiento de unión a NADH. 

NI t;OOCA PAADA V"IDA APOOQ IPOQQ AAtlGI 

GMOMTATTC'CGOCG ACAC'M'A~ OGCMIG'TTOTTI:M. TllCM.TATATT'COGT MTATA~ ~TACA.GA C'C'TcrTATCATOC'CA ATCOCTAMg:a¡;¡, 

l"lPA Tt.S•G c1r10 ,.,.lPG Jr'IPJ:V TAITI ••1•• IGIGA 

!tc$ltV&D!f 'f'C'TO("tCATMna. CAc;.t.CGMTG.1.1>0.T GTTOC'TO'TCWMG" ATTGCWTQCATTT ca'b.AC.l.tt.GATTCOAT GCM.a.™'CTT catc.t..U.,......u.cicTc 
YOlYC SA••• ITlll• VAV•t1: lAMAP DMltlD A&ITL llJI¡, 

~Jt.TGGAT O.~ oa.A~TATA G1'GICXAC'CACCTO.G ~OG'TAn'Ca.AT Glt.~TTOCA TATGl>GCTM~ ~~ 
Vl•MD lllfYV AllDI YPPPO llVP• DVTIA. TllL"D TDl.110 

Al'CA~T'CAAAT ~~ COAOCM:1'CT'CM2'A't TTTCTG?'~TT ~ Tt.CA~TTCCOC:O &ATC:t"J'TrQCATM;G ~AA.M~ 
l · ¡ 1 1 JI Q A &. 1 1 1 C C Q Y f' l. l' Q l l. 1 G L 1 Y 1 • 1 A W V l. a 1 D &. a t 1 

CT'Z'CTCCTMACTCT TC"TCAn~ OCMTfGA1'G"!'CTOO 'tC'Ta:"TOGtTGATT r.'CATGC.loOCTGATC GAT'CGIU.A.o:C'Gf'TG TTTC'C'TGGCA<aGAT CATot«AfOC?'TG 

l.LLM'I IDYTA AIDVW IYGCJ '"'"'" DllPL ''ºªº 1v1or.. 

C'C:f'C'TAC'l'CATGQiG C'TGATTGatAC«O. ~TTTG ~TGl.A M~TAC A~ eTn'A~ ~G 
ll.1.111 LIGTP llADL GrLJfl JllAllT llQLP l.TllQ IPQll. 

TTTCCrM:ATl1f'CCAT «T'GAAQ(TATAGAT ~Ta TT~TC'C'T ~Gt.Arn.ct ~TOCAC'TG GCAc:a.Ct'tTtM:n'G AO.~TGt.C lott 
,, • .,. PIAlD &.Yll:M &.TrDr •QllT YlllAL AIPTL. T•&.•D 

ATCAGCGATQ.AC'CT O'TATOCAC'GM:T'Ctt TTCAO..-nTGATTTT GAACAG;.1.;ocr.'T!; ICC::~CAGA.TC ~TI.TAC ltc.a.QUOCTCTAOCA TnM(.'C(."CGA.CTAC 
JSDIP VCTTP rsror IO•AL. TllQM J.ILlT J.l.t.1,A FlfPIT 

C::l0CAC1A:i,TG'TM;;T cx:T'GATAATMn.o:: GGo..'"GTTATc::AT'f';G CTT'T'GCO.U.'l"1'n;:-:'T G'l'~CO.T w..trrcc;.AGMO.t.n'Te TC7rCTATATA.TATC'A TC."'TA::'C'!A?l:A':"CT 

o • 

TGGTTTAAGCCM.c::T TA~CT'TT'G!' ~TJ.TOc::A TTMTOOá:;·.t.TTTT ••••••••••••••• """""'4AA JJ)2 

FIGURA 6 Secuencia completa del cPNA de una MAPK de Arabidopsis 
thaliana y la secuencia aminoacídica deducida. 
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FIGURA 7 Secuencia contpleta del cDNA de una PARP de pollo y Ja 
secuencia aminoacídica deducida. 
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Para los cuatro olizonucleótidos la eficiencia de acoplamiento de cada 

una de las fosforamiditas (nucleótidos modificados para la síntesis química) 

siempre fue superior a 98%, de tal modo q11e la cantidad de cada uno superó 

los 100 nM, cantidad suficiente para> 1000 amplificaciones. 

AMPLIFICACIÓN POR PCR. 

S e realizaron varios ensayos de amplificación usando como 

templado o molde DNA obtenido a partir de ejes embrionarios de 

maíz sm germinar y los oligonucleótidos sintetizados como primers. Se 

usaron como controles ne8ativos todas las posibles mezclas de reacción 

faltando algún inzrediente y como contml positivo la secuencia control y los 

oligonucleótidos control provistos en el kit. Inicialmente se comenzó con una 

primera amplificación a 52 "C (basándose en la Tm del oligonucleótido, que 

es la temperatura a la cual la mitad de los oligonucleótidos permanecen 

unidos a su cadena complementaria, lo cual se calcula matemáticamente en 

base a la proporción de GC/ AT en el oli,q;o11ucleótido) como temperatura de 

alineamiento por minuto y condiciones estándar de elongación y 

desnaturalización (72 "C por 1 minuto y 94 ºC por 45 segundos 

respectivamente) por 25 ciclos. Ni para MAJ'K ni para PARP fue posible 

detectar mnguna banda bajo estas condiciones de amplificación. 

Posteriormente se usó DNA digerido con tres enzimas de restricción 

diferentes, pensando que se podría tralal' de regiones en las que el templado 

pudiera presentar problemas de estructura secundaria que no permitiera el 

paso a los componentes de la reacción de amplificación; sin embargo, con 

ninguno de los tres templados utilizados fue posible amplificar ninguna 

región de MAPK o de PARF'. Otro camino que se siguió fue utilizar 
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temperaturas más bajas de alineamiento, con lo que se bajó hasta 42ºC sin 

obtenerse amplificació11 alzu11a, mientras que el control positivo (provisto en 

el kit de PCR), amplificó a altos rendimientos bajo todas las condiciones 

probadas. 

Para verificar que no hubiese problema por contaminación proteica 

del templado, o que los oligonucleótidos no se hubiesen degradado, se 

procedió a repetir los experimentos 11tiliza11do diferentes muestras de DNA 

obtenidas por distintos métodos; se verificó la integridad de Jos 

oligonucleótidos en un gel de agarosa al 35%, etc.; sin embargo, aún así no 

fue posible lograr la amplificación de ninguna región de los genes de 

cualesquiera de las proteínas. 

Se pensó entonces en probar una amplificación de las regiones de 

MAPK y PARP por RT-PCR, dada la posible existencia de intrones en el DNA 

genómico, lo cual condiciona la amplificación de la región a la procesividad 

de la polimerasa, ya que una región más allá de 10-15 Kb es muy difícil de 

amplificar, de hecho ya se torna problemático amplificar regiones mayores 

de 6kb. 

AMPLIFICACIÓN POR RT-PCR. 

Se extrajo RNA total de callos de maíz como se explica en Materiales 

y Métodos, debido a que es 1111 tejido altamente pmliferativo en el 

cual los mensajes de ambas enzimas delx,n estar bien representados. 
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El . RNA fue transcrito a cDNA como se describe en Materiales y 

Métodos, y fue amplificado poi' 25 ciclos a 42"C como temperatura de 

alineamiento y condiciones estándar de elongación y desnaturalización, lo 

que resultó en la amplificación de al menos seis bandas para MAPK con 

pesos moleculares entre 100 y 800 pb y al menos cuatro bandas para PARP 

con pesos de 125 a 600 pb (Figura 8). Las regiones amplificadas serán 

referidas como M 1 a M6 en el caso de MAPK y P1 a P4 en el caso de PARP 

comenzando en ambos casos Ja numeración con las de más alto peso 

molecular. 

REAMPLIFICACIÓN Y DISCRIMINACIÓN DE BANDAS. 

D ebido a la gran cantidad de bandas obtenidas, el siguiente PCR 

se realizó bajo condiciones mas restrictivas; para ambos genes 

se realizó una amplificación a una temperatura de alineamiento de 45°.C 

utilizando como templado un microlilro de . Ja amplificación anterior. Los 

resultados de este experimento (Fi311ra 9) como podemos ver, son Ja 

desaparición de bandas en ambos experimentales; sin embargo, para PARP 

aparece una nueva banda (P5) lo que puede explicarse de la siguiente 

manera: a bajas temperaturas, el primer se diluye al unirse de modo 

inespecífico a otras regiones del templado, pero se concentra en regiones más 

específicas a temperaturas mayores. 
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MAPK PARP 'A 

MS-

+---

+---

+---

pb 

23180 
4361 

2322 

+--- 564 

FIGURA 8 Electrofores is de los produ c l1Js de RT-PCR usando RNA de callo 
de maíz corno te mplado y 42"C corno tc111peratura de alineamiento en la 
reacción de rCJ\ , 'A= Marcado!' de peso tnolecul ar (DNA del fag o lambda 
cortado con Hind III ) . Al m; 11 ~~e 11 se i nd ica11 los tamatios de los ácidos 
nucléicos en pal'es de bases. 
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PARP MAPK 

+--M5 

FIGURA 9 Elec trofores is de los prodLh ·tos de la rea mplificación por PCR, de 
MAPK y PARP, usa ndo 4;,"C como tc 111 pe ratura de alineamie nto y una 
mezcla de los c DNAs de la fig u ra 8 como te mplado. A.=ig ua l que en la 
fig ura 8. Al ma rgen se indica n los ta rna i1os d L' los ác idos nuclé icos en pa res 
de bases . 
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Con el obje to d e hacer mús es pec ífi ca la amplificac ión , se decidió d a rle 

una mayor astri113e11c ía a l c x pcrirnc nto por lo que se reali zó una 

a mplifica c ión a 50"C co1110 lt'm pc ra tura de a linea mie nto y un mic rolítro del 

RT-PCR ori3 inal co1110 te mplado; la Fiy, 11 ra 10 nos mue~tra qu e las bandas 

MS y PS s.m las mús espec ificas ya q1w a parecen como bandas mu y bie n 

definidas y conce ntradas. 

pb MAPK PARP 

--- 2322 

--- 564 

MS - --- PS 

FIGURA 1 O El ectroforesi s de los productos d e la reamplificac ión por PC R, de 
MAPK y PARP , usando SO"C corno tc111pera tu ra d e a lineamie nto y u na 

mezcla d e los c ONAs de la íiz u ra 8 como te mpla do. A.= iz ua l qu e e n la 
fig ura 8. Al margen se i11dican los tarna1íos d e los ác idos nuc lé icos e n pares 
d e bases. 
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SOUTHERN BLOT E HIBRIDACIÓN. 

Los experimentos c¡ue sizu ieron fueron enfocados a verificar la 

presencia de estas bandas e11 C'I :4enoma de maíz utilizando a M5 

(375 pb aprox.) y P5 (290 pb aprox .) como sondas; las condiciones de 

hibridación fuernn: 56ºC cinco horas con lavados de 25, 37, y 48°C a 225 

r.p.m. 0.1 X SSC y 0.5% SDS. Utilizando como blanco DNA de maíz cortado 

con tres enzimas de restricción diferentes (f:coA1, Hindlll y BamHI), se 

obtuvieron hibridacio11es específicas, tanto para MAPK como para PARP 

(Figura 11). La gran cantidad de bandas que _observamos, sugiere la 

existencia de familias génicas de estas proteínas (lo cual no sería nada raro 

para MAPK (ver Lano 1.995)). 

Cabe hacer notar dos cosas en e:;fa figura: a) En el carril de DNA 

cortado con BamHI, se encuentra una banda de muy alto peso molecular 

tanto para MArK como para PARP, lo cual es debido a que esta enzima no 

digirió la muestra por completo, ya sea por falta de tiempo de incubación o 

por una pérdida parcial de la actividad enzimática. b) La intensidad de la 

mayoría de las bandas izuala a la de los controles positivos (se cargó la sonda 

fría como contrnl positivo), lo cual es si,'l;llO de c¡ue las regiones que buscamos 

se encuentran bien representadas e11 el :~enoma de maíz. 
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M5 P5 

cp Bam Hl Eco RJ Hind lil A cp Bam Hl Eco RJ Hind IIl A. 

- 23180 

- 6557 

- 2322 

- 1000 

' 
500 

FIGURA 11 Autorrndiozrama de una hibridac ión de las bandas M5 (Pa nel 
izquierdo) y P5 (Panel de recho) contra DNA genómico de maíz cortado con 
distintas e nzimas de restricción (Kun in, J;coAi, y Hind 111) cp=control 
positivo A.=izual que en la fi~~urn 8. Al n1arge 11 se indican los tama ños de los 
ác idos nucléicos e n pares de bases. 
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CLONACIÓN DE REGIONES TIPO MAPK Y PARP. 

1 nicialme11tc, l'i enfoque ftH' clonar las bandas M5 y P5 debido a que 

eran las mejor representadas, y las que coincidían con los tamaños 

esperados (:HO pb para MAl'K y 290 para PARP); dichos productos de PCR 

fueron clonados en l: coli en el vccl,w pCRJI de lnvitrogen Co. como se 

describe en Materiales y Métodos; las colonias blancas se propagaron y se 

realizaron minipreparacioncs de plásmido, el cual se digirió con EcoKl 

comprobándose la liberación de los insertos, cuyos tamaños fueron los 

esperados para M5 y P5 (Dato no mostrndo). 

Para verificar la identidad de los insatos clonados, para M5 se corrió 

una electrofol'esis incluyendo et plásmido cortado con EcoA1, el producto de 

PCR obtenido al l'ealizar una amplificación usando el plásmido con el inse11o 

M5 como templado, y cm~~ando también el marcador de peso molecular 

como contrnl negalivo. Para P'.i se corrió un 3el con el plásmido cortado y sin 

cortar con f,'coA1, y el 111arcador de peso moleculal' como control negativo. 

Los filtros se hibridaron a alta astrill:l.l'ncia contl'a las bandas M5 y rs 
respectivamente (68"C 3 h. y lavado a G8"C 0.1 X SSC, 0.5% SOS 2 h). Como 

podemos observar en la fi:~ura 12, hay una muy fuerte y homogénea 

hibridación en el producto de l'CR, en los carriles con plásmido y en el 

inserto liberado; lo que comprueba la clonación de las bandas MS y PS. 

Calx' me11cio11ar que en el filtro con 1'5 se observan bandas de un peso 

molecular alto y que hibridan tanto en d carril con el plásmido digerido y 

sin digerir con enzima de restricción, esto se debe a la presencia de formas 

multiméricas del pl:is1nido, las cuales tll) siempre son fáciles de cortar. 
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plásmido M5 plásmido P5 
+ EcoKI /.... /.... + EcoKI - EcoKI 

~90pb-

-375pb 

FIGURA 12 Autorradio;~ra rna de una hibridación de las bandas M5 (Panel 
izquierdo) contra un producto de F'CR 11sando DNA plasmídico de la cepa 
pYJM5 y contra DNA plas111ídico cortado con /,'coAi , enzima que libera el 
inserto. En e l panel derecho se m11 estrn otro Autorradiozrama de una 
hibridac ión de f'5 contra DNA plasrnídirn de la cepa pYJP5 nativo y cortado 
con EcoAi (Ver tex to) . /.... = ig 11 a l q11 e en l;r fi;¿,ura 8. Al margen se ind ican los 
tamaños de los ácidos rwcléicos en pares de !Jases. 
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SECUENCIACIÓN DE LOS INSERTOS CLONADOS. 

e orno prueba definitiva de la identidad de los inse1ios que fueron 

clonados se proc~dió a secuenciar las regiones de los vectores en 

los que se clonaron las bandas M5 y P5. Se usamtt los primers de M-13 como 

cebadores de la secuenciación y condiciones altamente astringentes (68°C, 

25 ciclos). 

Para el caso de la clona M5, en su extremo 5' se logramn leer 125 

bases y en su extremo 3' se lozramn leer 7:{ bases: 

5' TGACAC1it 1itGA 111ClitGCJll n:cA '/llGCTC111CGAGCTCGA n:A1itG111 

ACGGCGCAGTGTccn:AA 1TCGGC1TAATCTCITITCTCT ACACGTCAGCAT 

TCTCGACTCTGATAGTCAGCITG• (Aproximadamente 200 pares de bases) 

•ANCTGCT ATGTCTGACTGT AGTfCCGH ;TGT AGAGAAGAGA TT AAGCCGAA 

GTC1t;CAGATATCC41t:'ACAC13' 

En lo que respecta a P5, aunque S•~ usaron las mismas condiciones de 

secuenciación que para M5, se tuvieron problemas para la secuenciación en 

el extremo 5' debido pmbablementc a impurezas en el templado, sin 

embargo para el extremo 3' se lo:z,raron leer 169 bases: 

5' CGAGCJll 1t;ACGC/t 1t:GA '/t;'/itCG<.'(;AAGC1GA 1TGAGGTGACGAC1"11 T 

AGATAC1t:AG1t.lt n;c'AG1t 'AGlTc;TACGAC'/LNNGAG1itCTAGCGCGAT 

CTCG1t;AA 17"CGCi;J'Lil 'l"/l ;ccAC<. ;o;¡\ TGCC"IT AT ATGCGTTGTCAGCATG 

TGTCATCANCACACTATA~' 

Las bas~ en letras cursivas corresponden al vector. 
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Las reziones que han sido secuenciadas fueron consultadas vía internet 

a la base de datos FASTA de la universidad de Oxford; sin embargo, y debido 

al reducido número de b:ises que han sido secuenciadas, hasta la fecha no es 

confiable detern:iinal' a qué se parcl'cn las scct1t'11cias que han sido clonadas, 

ya que co11sultar e11 1111a base de datos una secuencia coita aumenta el 

número de posibles secuencias parecidas en comparación a una de mayor 

tamaño; pese a ello para M5, resultados preliminares nos dan un cierto 

parecido a una Adenilato cinasa, lo q11c resulta alentador ya que, como se 

mencionó anteriormente, el oligonucleótido que se diseñó hacia el extremo 3' 

se encuentra ubicado en la región de cinasa de la enzima, región que puede 

estar compartida con otras cinasas como la Adenilato cinasa. 

EXPRESIÓN DE MS EN LA GERMINACIÓN DEL MAÍZ. 

Se estudió de la cxprt~sión cfora11te la 3erminación del maíz del gene 

que codifica para la región M~ que hemos clonado. Para esto se 

extrajo RNA total de ejes embrionarios de maíz de distintos tiempos de 

germinación, 1 Oµg de RNA de cada tiempo y aprox l .5µg de RNA de callo se 

corrieron en electmforesis de:maturalizante y se transfirieron a una 

membrana de nylon para ser analizados por hibridación, lo que resultó en 

un patrón en el cual la expresión de la putativa MAPK (M5) aumenta hacia 

las 60 horas de germinació11, lo cual indica que para este tiempo las células 

han alcanzado un nivel metabólico 111ud10 más activo que en los otros 

tiempos probados (figura 1 :{). Calx' mencionar que en este caso la aparición 

tan tardía del ml'nsajc en la 3cn11in;IL'ió11 solamente es un reflejo de la 

cantidad de transcritos del ~ene, la actividad real de pmteínas tipo MAPK en 
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Ja germinación podría no dc1Jl!nder de la activación del gene que las codifica, 

debido a que muchas de las proteínas clave en la reactivación metabólica de 

las semillas son guardadas desde la maduración de las semillas, las cuales al 

germinar activan a estas proteínas, y sobmentc son sintetizadas de novo 

aquellas que no alcanzan Jos niveles metabólicos necesarios. Esto nos lleva a 

concluír que posiblemente el mensaje con la re~ión M5 no es necesario hasta 

tiempos tardíos de la ~enninación, debido probablemente a que la proteína 

que codifica fue alrnacl'nada desde 111 nwduración de la semilla. 

Por otra parte era de esperarse <(UL~ el mensaje fuera detectable en el 

carril con RNA de ·callo, sin embar:.-o no fue posible observar ninguna 

hibridación, lo que pudiera ser causa de que la cantidad que se cargó fue 

mucho menor que en los otros tiempos, o bien una posible degradación no 

detectada. 
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60 horas 30 horas I 5 horas callo A cp 

-sooo 

+-3600 

+-2800 

+-2100 

-1000 

FIGURA 13 Autorradiograma de una hibridación de la banda M5 contra RNA 
total de maíz a diferentes horas de germinación . "A=igual que en la figura 8. 
Al margen se indican los tamaños de los ácidos nucléicos en de bases. 
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ESCRUTINIO DEL BANCO GENÓMICO DE MAÍZ. 

e on el fin de buscar una región más amplia de estos genes se 

procedió a escrutinar un banco genómico de maíz, inicialmente 

contra M5. Se escrutinaron aproximadamente 750,000 clonas del banco 

genómico de maíz (Stratagene)(ver Material Biológico en Materiales y 

Métodos), hibridando a mediana astringencia (600C 5 horas y lavados a 57ºC 

a 1 X SSC y 0.5% SOS), obteniéndose al menos 20 clonas positivas, las cuales 

fueron recuperadas y propagadas en líquido. Debido a que se escrutinó a alta 

densidad, se recuperó también un número muy alto de clonas contaminantes, 

por lo cual se realizaron lisis múltiples en líquido, se extrajo DNA fágico de 

cada lisis y se corrió en electroforesis para ser hibridado nuevamente a 

mayor astringencia, esto nos permitió reducir el número de posibles positivos 

a cuatro, o por lo menos de esta manera podemos saber en cuales de las lisis 

las clonas positivas están mejor representadas, debido a que en aquellos 

carriles donde se incorpora mas marca existe una proporción mayor de DNA 

homólogo con respecto a la cantidad total cargada (20 µg por carril). 

Otro objetivo de este experimento era saber si las clonas positivas que 

habían sido recuperadas liberaban el inserto en segmentos de igual o distinto 

peso molecular, para así descartar clonas con patrones de restricción que se 

repitieran. En la figura 14 podemos observar que el patrón de restricción del 

inserto de los carriles 1-3 es prácticamente el mismo, mientras que aparece 

una nueva banda para el carril cuatro; esto podría señalar que las clonas 

positivas de los carriles 1-3 empaquetaron una región muy parecida, pero la 

clona del carril cuatro incorporó una región que produce un patrón de 

restricción diferente, de tal modo que solamente basta reescrutinar las clonas 

de los carriles 1, 2 ó 3 y las clonas del carril .4 a baja densidad en placa para 

recuperar clonas individuales. 
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1 2 3 4 5 A. 

FIGURA 14 Autorradiozrama de una hibridación de la banda MS contra 
DNA fágico de las distintas clonas positivas cortado con EcoNI (carriles 1 a 5) 
A.= igual qu e en la figura 8 . 
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PERSPECTIVAS Y A VANCES ADICIONALES. 

Los resultados hasta aquí presentados cumplen con los objetivos que se 

plantearon en esta tesis; sin embargo, abren un abanico de posibles caminos 

a seguir, entre los cuales están buscar el(los) gene(s) completo(s) de ambas 

proteínas; para lograrlo, se pretende escrutinar un banco genómico usando a 

MS y PS como sondas, recuperar clonas individuales y secuenciarlas. 

Un gran avance en el desarrollo futuro del proyecto estará dado por la 

construcción de un banco de cDNA de callos de maíz, dado que es un tejido 

en proliferación en el cual la actividad de los genes de estas proteínas deben 

encontrarse a un buen nivel de expresión; esto nos permitirá recuperar 

clonas que posiblemente hayan empaquetado el mensaje completo, lo que a 

su vez nos permitiría expresar estas proteínas en sistemas bacterianos. 
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e ON CLUSIONES 
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1. En experimentos de Southern se ha corroborado la presencia en el genoma 

de maíz de dos de éstos cDNAs en posibles familias génicas: un cDNA de 

una putativa MAPK y otro de una putativa PARP. 

2. La secuenciación parcial de estas dos clonas aún no permite confirmar 

· definitivamente la identidad de dichos cDNAs. 

3. Usando la secuencia putativa de MAPK se ha escrutinado un banco 

genómico de maíz encontrando al menos 3 tipos diferentes de clonas 

genómicas. 

4. Usando la secuencia putativa de MAPK se ha establecido mediante 

Northern que su expresión aumenta hacia las 60 horas de germinación. 
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