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Introducción 

Capitulo I 

INTRC'C>UCCIÓN 

Maiz 

Uno de los alimentos de mayor in1portancia económica y nutricional en México 

y otros paises latinoan1cricanos es el n1aiz. ya que forma parte de la nutrición básica 

de estos países. y es una de las pocas plantas nativas de A.n1érica con trascendencia~ 

no sólo cconón1ica sino cultural. Nutritivan1cntc hahlando. se considera inferior a 

otros cereales por su hajo contenido proteico. pero posee alto contenido en 

nln1idom:s, Jo cual hace al n1aiz importante fuente de carhohidratos en la 

alin1cnta<;ión. Aparcntcn1cnte la prin1cra rcfercncia hi">tórica a esta planta se realiza 

en 1492. por expedicionario"'> cspar1oks en Cuha. aun4uc ~e han cnc..:ontrado scnlillas 

de maíz en cw:vas que aportan evidencia de ~u prcc;cncia en I\.1éxico desde el ai\o 

2500 A.C. (Kozlo\,ski. 1972~ Jugcnhcimer. P17tq. 

Características Botilnicas 

El maíz (Zea nzays L.) es una angio~pcrrna, pertenece a la familia de las 

gramíneas y a la tribu !\1aydcac, que incluye 8 gCneros. de los cuales solamente 3 

son de importancia económica para la cultura occidental. De estos 3 géneros el 

Euchlena. o teosintle. con10 se conoce en ?\-1C:xico. es la planta silvestre más cercana 

al maíz. El maíz pertenece al género z ...... a. del cual es principal representante. 

Además. existen las diferentes variedades y cultivares del misn10. que dependen de 

la zona de cultivo y condiciones topogroificas del terreno de siembra (Jug:cnheimcr. 

1976). 



Introducción 

Pedúncvlo 

Cvbierto seminal 
Endospermo c6meo (crlstolino) 
Endospermo omílóceo (opaco) 

Cotiledón 

Coleópt1lv 

Plúmvla 

Radícvlo 
Caliptro 
Coleomza 

Embrión 

Figura /_ Dü1gran1a dt-• la s._·rnilla de /'.faí=-

Estructura de la Semilla 

Una semilla verdadera es un óvulo fertili7..ado maduro que contiene una planta 

en estado embrionario. La scnlilla de angiosperma es aquella que se produce a partir 

de plantas unisexuales. por lo que se rcali7.a. la fcrtili7..ación del óvulo fcn1enino por 

un tejido diferente a aquel en donde se encuentra el polen_ Posee 3 estructuras 

básicas: el embrión. compuesto por el eje cn1brionario y uno o mas cotiledones; el 

endospermo, reserva nutritiva para el desarrollo y crccinliento del embrión; y la 

cubierta seminal, de gran importancia por su con1posiciún y permeabilidad. de la que 
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Introducción 

depende ta intcracci,."»n con el n1cdio parn el desarrollo de Ja semilla. El eje 

embrionario se cunlpllllC de la radícula. rai.J'. rudimentaria~ de un hipncotilo. donde se 

encuentran unidos los cotilc:doncs. y tic la pJU.n1ula, que fonnara el tallo y las hojas. 

En el caso del n1aiJ'. por ~cr una OllHlO\:ntilctlúnc.a súlo prc~cnt~1 un c.;otilcdt.'in (Figura 

1 ): se dic.:c que posee un endospermo alrnidonoso y un pericarpio multicapa 

(Bid,.,,·cll. 1479; Stecvcs. 19R3; f\.1aycr y Poljakoff-f\.1ayher. 1984~ Bc\. ... ·ley y I31ack. 

1994). 

Desarrollo de la Planta 

Existen varias clases de control en el desarrollo de las plantas. los cuales se: 

pueden clasificar ~cgún su origen y se han podido apreciar. desde la formación de la 

semilla. hasta Ja maduración de la planta c:n crccin1iento. Según Bid,,. ... 'cll (1979). 

existen 3 tipos de control de desarrlllln : el genético. el organisnlico y el ambiental. 

los cuales pueden actuar a diferentes niveles. ya sea genético. hioquimico, celular o 

de organi7..ación. 

El control genético se reali7a mediante ta regulación de genes. ya sea 

reprimiéndolos o expres.:indolos, seleccionando la infonnación necesaria para la 

división. el desarrollo y el crecimiento de cada tejido u órgano de la planta. Esto se 

rcali7..a en determinado momento del desarrollo y en una condición ambiental 

cspccific~ lo cual da organización a Ja.., células de la planta y también las regula. 

Los controles organismicos son los que están mediados por estímulos 

generados en el interior de órganos o como n:sultado de esa organi7..ación celular. 

Este control considera principalmente a los fitorreguladores. sustancias de origen 

vegetal que pueden regular el crecimiento y desarrollo de la planta. de las que se 

tratará con mayor profundidad mas :1.delantc. 

3 



lntroduc:ci6n 

El control anlliicntal ~e produce por algún estímulo externo a la scmilln o 

plnnta. del cual depcndc el camino p<ira t:l desarrollo de la misma; por ejemplo la 

lu7 .• la tcn1pcratura. la p.ravcd~1d. \~i hun1cdad de la tierra y aire. los nutrientes. y todo 

factor externo que pueda influir de alguna forma en el éJptin10 dc~arro1lo de la 

setnilla. n en la correcta rnaduración de la pL:1nta. 

En cuanto a la ftlrn1aciún y dcsarn)\ll) e.le la !'.crnilla se han c.lctcrn1inac.lo cuatro 

etapas ba~icas: la lüstPdifcrcnciaciún. en donde ...,e rcali;.a h1 rnortt1gC:ncsb ;-· se 

seleccionan hls tcjlc.Jn~ para funcione~ cspcdtica~ tk la scn1i\l¡1: la rnadurai.:iún. etapa 

donde el cn1hrión alcanJ'..<.l la longitud 111Uxin1a y sc acun1u\an todos las sustancias de 

reserva que necesitará el c1nl1riún; la dc:-.c..::ación, cn donde se c.li:-.nünuye la humedad 

hasta un 5-10~0:) la quicsccncia. !.!lapa en la cual el n1etaholisn1l.1 de la sc1nilla se 

reduce al n1inirno, quedando lista para genninar. Se di..::e que la forn1ación de la 

semilla es dircctan1cntc dependiente de la <lesccaci1.:1n de la 1nisn1a. ya qui.: pierde 

humedad hasta un punto que se considera mini1nn. \o que ha..::c pensar que el 

embrión de la planta va a scr n:sistente a ta dest:l..'.<.11..'.ión (i'v\aycr) PoljakotT-!\.1a) her. 

1984). 

Germinación 

Se conoce como gerrninnción a un rn.lnH:ro muy grande de procesos : la 

germinación de semillas. la germinación de esporas de bacteria.o;;. hongos o 

lcvndur~. asi como el desarrollo del tuho dc pokn cuando éste se fertiliza. El con1ún 

denominador de estos conceptos es 4uc en todos se produce la reanudación de 

procesos de desarrollo y crccimii.:nto intemimpidos ( !\.1aycr y PoljakotT-?'\11ayhcr. 

1984). La germinación es un proceso poco esclarecido. debido a la dificultad de su 

estudio y a las diversas concepciones que se tienen de la misma (Murray. 1984). Aún 

4 



Jntroducción 

refiriéndose únicnn1cntc n Ja germinaci6n de semillas. no se ha l lcgndo a un acuerdo 

(Bcwlcy y Black, 1994). 

Ln gem1inación de scrnillas es un término dificil de definir. ya que .su rango de 

establecimiento se dc:tcnninn en gran n1cdida del objetivo del estudio que se realice. 

En general. se hn dicho que fa gcnninadón comienza con la entrada o ahsorción de 

agua del n1edio a la scn1illa. Jlarnada in1bihición. y tcnnina con el inicio de Ja 

elongación dd eje crnhrinnario. LJUL" usualrncntt .. · es la radícul.-:i. Para los agrónomos 

comienza con fa in1hihicib11 y tcnnína con Ja emergencia de lóJ plántula del sucio: 

para los fisiólogos de planta:-;: ha tcnninado n1ud10 anre:-;.. con la cl<lngación necesaria 

para emerger. dc!"pll~s de fJ. ctJal se cncuentr<i en estado post-gcrn1inativo (nc\vlcy y 

Black. 1994). 

Para los fines de estudio planteados en nuestro grupo de trabajo. se define Ja 

germinación cnn10 cJ conjunto de cvcntns n1ctahóJicos y fisiológicos que suceden 

desde Ja in1hihíciún dc la :-.er11illa h.ast¡1 Ja prirncra división celular. dc:spués de Ja cual 

Ja semilla se encuentra en po<.;t-gcrn1inación. En la gcmlinación de ejes cn1brionarios 

de maíz. sahcnHlS que las primeras figuras n1itúticas marcada.;;, que son indicarivas 

de división celular, aparecen aproxin1ad:uncruc entre las .26-30 horas después de Ja 

imbibición ( Baí;.r_¡i et al .. 1 9S9 ). 

La toma de agua. o irnhihiciún. y condiciones ambientales óptimas como Juz. 

humedad. ten1pcratura. etc .. son eventos que pucdc.~n promover el inicio de Ja 

germinación. En rnaíz .se sahc que estos factorcs activan C'O prin1cra instancia a las 

células de nlcristcmo de raiz )'a las cCJuJas de Ja colcorriz.:i. La primera protrusión. o 

elongación. del eje embrionario de la scnlilla la realiza Ja colcorriza dando Jugar a Ja 

raí7., y Ja segunda protrusión la realiza la plUn1ula (Kozlo\vski. 1972). 
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Metabolismo de la Germinación 

El rnetaholistno de la :-.crnill.1 C'i ;mlihillicn. e~ decir L1UC involuL"Ta catuholismo 

de reservas y anaholi~n10 Je nuc,·o~ compuesto~ para la !'tintesis de nuevas célula..~ y 

tejidos. Los procesos de gcnninaciún son rc~ultado de la irnbibición de agua por la 

semilla. la rcactivaciún de \lr~anclt..l'j } n1aL:r<>1noJC<.;ul;L<.; preexistentes. como ARN 

(de los 3 tipos. ARN1n. ARNt y /\RNr). rihu~on1as. ni.itrn.::on<lrias y cnzifnas: } 

subsecuentes procesos 4uc tratan de rcstahkccr el rnctaholisrno de la planta. con el 

fin de lograr el desarrollo y 1.:rccin1icnto ((_'hing. 197:!). Se han reali:r.ado varias 

revisiones sobre el n1dahnli~n10 de la gcnninaciún. en dundc :-.c involucran entre 

otros factorc!-. la produ...:i..:ión de ATP. la !-.intcsi .... de áddos nuclcii.:os y de protcinas. ) 

la reparación y replicación de /\l)N tClsbon1c. 1983). l.ns C\.cntn~ ten1pranos en la 

gcnnin.a1.:iún son: la hidrataciún de la pared celular y i;oJoi<lcs i.:itoplas1náticns. que 

depende de el !!rado de hun1cdad y l..'.-uhicrta ~c111in¡ll: b ~intc~is de ATP 

inmcdiat.amcnte después de la irnhihiciún. L:'Olll\l n1ct~1holitn necesario para 

proporcionar cncrgia y para la sintcsis de ácidn~ nudcicos (se ha cni.:ontradn que los 

niveles de ATP en la célula c1nhrionaria son 1nuy bajos)~ la sintesis de ARN. l.a que a 

la par de la sintcsis de /\TP. se cncucntr~1 dc~dc los :!O rnin posteriores a la 

imbibición y se encuentra ARNt y ARNr a lo:-. ..\On1in en arro.1: (Sen et al .• 1975). En 

ejes cn1brionario:-. de n1aiz se ha dctcnninadn '4UC el ARf'.:111 presente en la scn1illa 

seca. en comparación cnn el sintctizadn de 110\·u. pt,scc di ti.: rente patrón de síntesis 

proteica. :-.ugiricndo 4uc exi">lc un n1ci.:a111'.'>n10 de n.:gulaciún dc la expresión durante 

la gcnninación (Sánchc/. <lc Jin1Cncz ~ A~uilar. 1984). l'~1r.1h.:la1ncntc a esto:-. cvcnto:-. 

comicn7....a la reparación de c:-.tructura!'t dai'!.a,J.:i:-. ~ n.:paradlln dc AON. ya que no se ha 

observado pérdida de éste en sc1nilla seca. y que la sintcsis de ADN no es del tipo 

replicativo (Osbomc et al .. 1980). Eventos subsecuentes son la expansión celular y 
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replicación del ADN. Resultados obtcnidt'S en ejc.s crnbrionarins de mníz indican 

que cslc cvcntn es tan.Jiu en la gcrnlinación. lo que es de esperarse porque Ja 

replicación es un evento que: prece.:de a J.:1 rc:nninación Lk la gcrnlinación ( Baiza et 

al .• 1984) y a Ja movifi?;.1ciún de reserva."> (f)~hnn1c. JCJ84). Tan1hién se hu estudiado 

fa actividad d~ Ja_;\!):",; pullrnt..·ra-.a. con1n parte de Jo..., evento~ J.!!Cmtinativos en ejes 

cn1brionariu .... t..h: n1ai~ ~ .... e h;1 c .... tun;u.fo c..·I lu:mpo en 4uc c~ta actividad participaría 

en pro..:csos de rcplii..:adún del .1\DN (\'á/LfUC/-Ramn .... '-"tal. JQ.RX). 

Fitorregufadores 

J lacicndo una ;111af11~Ja t..:on fa"> sustancras quimicas cnconln1da.s en animales. se 

han non1hrado hurnhHJa:-. "l.'.'~etalc!-> o titorrcguladorcs a cienos compuestos 

produi.::ido~ c.:n las planta:-. que..· pueden n:g:ular su n1t:t;iholi!..IJ1C1. Los fitorreguladores 

se dividen por :-.u li:Jn11ula quin111. .. ·•1 t."JJ : el f!ntpo de J.u..., giberclinas. el ,µnJpo de Ja.s 

auxina.:-.. las i:itoi.:mrna.'>. el grupo Lkl ;:ü.:idn absch1..:n. el t.·tileno ~ t)tru~ 1..:ompucstos 

de rcgulacilln i.k u~ . .-.-.arrollo (Be\\-Jc~ ~ Blad,, il)lJ-l; Roj.1'> y H.arnirc ..... 1993). A 

úhinH..1.S fi:cha~ se ha publicado nuev.1 inl(Jrn1ai.:1ún :-.ohre los hra.-.ino~lC'r<1idcs. que .se 

propone. IOrntan una nuc\.·.u tiln1ilia de.: titorrc.:gulaJorc-. de ~ran impnnancia dados 

Jos eventos que cc1rHrolan ( Rnj•1~ y Ramírc.I'. J 'JlJ3: Cloudc et ,.J/. 1996). Aún con las 

divisionc!-> dcscriws. nP se puede hablar dt..• un cfi .. •t...·fo indcpcm.Jicnh: par.a i.:ada uno de 

Jos fitorrcguladorcs. ~ ~1 4uc .-..e ha encontrado C\. idcnt...':ia de la nccc~jd;id de la 

presencia de varios para ohtenc..•r un efecto pre" 1arnentc.." dc~cnlo para uno ~olo. 

Las Au.xina."i. son compuestos <.múlc._~go.:-. o ctm et<:i.:to-"> .:-.cn1cjantcs al ácido 

indolacérico (IAAJ. principal auxina naturaJ. cuyo n1c:cani:-.nHl de acción propuesto 

es sobre Jos ácidos nucleicos. Su efecto n1.:i:-. apn:l.:iablc es Ja pronHlción o inhibición 

del alargamiento celular. que ·...-a a depender de la concentración de auxina. Se 

sintetizan principalmente en el ilpicc dd rallo : en tejidos jóvenes. adcrnús de que 
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activan a ciertas enzimas del ciclo del ácido cítrico. Dependiendo de su 

concentración controlan la protrusión de la radícula y raíces advcntic;ias. 

estimulándola. o a diferente concentración inhihiénc.Jola; tamhién promueven la 

supresión de las yemas laterales y tallns secundarios (Rojas y Ramirc:l' ... 1993~ 

Bidwcll. 1979). 

Se conocen hasta 7~ tipos diferentes de gihcrclinas sicndn todos compuestos 

análogos al ácido giberélic:n. es decir. cnmpueshl<> con estructura química similar. Se 

sabe que actüan dcsrcprinlicndn genes a ni...-el de ARN. Su acción principal es el 

alargamiento de los tallos en plantas. inducen la !->Íntcsis de amilasa durante la 

gem1inación. y con10 c¡1so específico. interactúan con el fitocrorno. Con1n efecto 

macroscópico. se dice que inducen la gern1inación y ton1an parte en la floración 

(Rojas y Ran1ire:l'_ 1993; Dilh,•cll. 1979). 

El ctilcno se produce en grandes cantidades en los frntos por madurar. se 

sintcti7 ... 'l. a partir de la n1ctionina~ y cn las hojas promueve l;:i scnilidad. Se ha 

encontrado evidencia de la inducción de sintcsis de proteínas y de ARN. 

probablemente por una proteína unida a ctilcno. Las auxinas estimulan la producdón 

de ctileno en la planta (Rojas,:..· Rarnirez. 1993~ Bid,vell. 1979). 

El grupo del ácido ahscisico (i\13A). que se sintetiz..a a panir del 

farnesilpirofosfato o a panir de violoxantina. lo confom1an los compuestos 

relacionados con estructura semejante. Su nomhrc pro' icnc del efecto observado de 

la promoción de abscición de hojas. pero se ha descubierto que tiene más influencia 

en el mantenimiento del letargo. por ejemplo en scrni11as o en árho1cs perennes. Al 

parecer el ácido absicico tiene un n1ccanismo de acción contrario al de las 

gibcrclinas uniéndose a los ácidos nucleicos. y de igual manera que éstas. puede 
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interaccionar con el lltucronHL Se le considera como un inhihidor del desarrollo. 

debido a que suspende los pro.,;csos para su pron1oción (Rojas y Rarnircz. 1993 ). 

Los brasinosteroides inducen alargan1iento y división celular. la cual es distinta 

a la obtenida por las gibcrdinas. citocininas y auxinas. Se ha propuesto que actúan 

dircctan1ente sobre el ARN. Existen estudios sohrc su presencia necesaria en algunas 

plantas para el desarrollo de tallos y hojas (Rojas y Ramircz. 1993; Cloudc et al., 

1996). 

Los otros titorrcguladorcs son varios y se encuentran en concentraciones 

menores a los anteriores. como los inhihidores fi:nólicos y tcrpcnlactónicos que 

inhiben el desarrollo del cmhrión; las poliaminas que estimulan el desarrollo de 

algunas plantas superiores y se propone que activan a lns citocininn..c;. (Rojn..c;. y 

Ramírez. 1993) 

Figura 2. Benciladenina 
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Cirocininsu 

Son sustancias que promueven. cc•n10 caractcrhtica cspccifica. la división 

celular o citocincsis. de d11nde pn1vienc .. u ntHllhn .. •. l ... ;:1 prin1cra cn descubrirse fue la 

6-furfurilaminopurina o cinclina. con10 pro<liu.:ro <le Ja dcg:radaciún del ADN. Del 

conoci111icnto de su cstnh.:lura ~e han '>intcti; ... ado .,;ornpuc~10.-. ¿1núlogos a Csta, que .5c 

carJctcriz .. -in pnr tener ~n1pn.-. su~liruycntc" en el ni1rúgcno 6 f Nll) del anillo purinico 

de la ndcnina. como la Bcni..:iladcnina ( B/\) que posee un hcncilo cn c~a posidón 

(Figuru :!). que le ..:onficrc cfci.:to~ pan:ddt>s a los de la cinctina. E~lc compuc~lo 

impide la senilidad en tejidos que empiezan ;1 cnvcjc+..:er <Bi<lv.·ell. 1979). Tarnhién se 

han encontrado unidas ;:11 extremo 3 · del unticudún del i\RNt. por lv yuc ~e supone 

su intervención en la sintc!-.is de protcinas. lo cual no ha sido comprobado. 

Gencrafn1cntc se sintcti<.:m en tejidos l..'.t.Hl alto grado d~ ~1cti...-id1.1lJ mcristcmútica. es 

decir de alta prolifi:ración celular. corthl la punta úc Ja rai.1: en planw o radícula en 

semilla. que c:s el principal sitio de sintesi~ de citocininas en planta!'> (Rojas y 

Ramircz. J 993 ). Tan1hiCn c~istc:n protcin•ts que se unen u citrn.:inina ..... fas que ~e 

clasifican coino factore"> de unit·in a citncininils (CBF). y se piensa 4uc de alguna 

forma pueden nlodular ~11 acción ( ~1nore. l 9X9). Aunado a éstt). se ha dcrnostrado 

que las citocininas pueden acti...-ar origcnes Je rcplk;:u.:iún en .\"1napis alba ( J foussa ,·r 

al. 1990). Estudios posteriores han revelado que fas citocininas podrian controlar Ja 

expresión génica (Tcramotn eral. 1994 y 1996). 

Antecedentes Inmediatos 

En nuestro grupo de trabajo se ha detcrn1inado que la bcnciladcnina .. citocinina 

sintética. promueve varios eventos durante Ja germinación. La bcncifadcnina es 

promotord de la síntesis reparativa de ADN en ejes cn1brionarios de maiz ... en las 

primeras horas de la genninacíón (Zarain el al.. 1987). al misn10 tiempo que 
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numenta la actividad de la ADN polin1crasa. mús no la cantidad de cnzinrn 

(Vázqucz-Ran1os y Reyes. J 990). Pt•r rnedin de técnit.:a~ histoquimicas. se: ha 

observado que Bi\ provoca la t..-stirnulaciún de Ja sinresb de ,.,[):--.; nudcar e 

incrcn1cnta haMa por 3 veces el indice mitúlico de las l:élula~. promoviendo el 

avance del cicln celular (Reyes t..'/ al. 1991 ). l'nr último ~e ha dcrnuslrado que 

durante la gcnninal:it°Jn temprana lli\. produ..:c un pil:P rn:1.,imP de l:!'->timulal:Íl'ln de la 

sintcsis de '"\.DN a las 9 hora~ de irnhihil:i\·líl. ~ l.lllL.'." t..•..,tc cft:l.'.tn ..,e re\. icrtc con Ja 

aplicación de inhihidon:~ de la 1ran..,1..·ript..·1ún J·..,tudiantlo actividad de 

protcin-cinasas totalcs y de poli-AJ>f"-rihP .... il pulirucra..,.i<.; . ..,e ha oh..,crvadn que cslos 

indicadores. de fosforilai.:iún ~ de rer~u-a¡;iún de AJ J~ rc ..... pcd1varncntc. t¡1n1hién se 

estimulan por la adiciún de BA. r ratando de: dctct..·tar c~prc.::-.iún génica que sea 

pron1ovida por BA. se han reali1":1t..lu c~tudín.., t..•n cl Jahor~ttnrÍll y se han ohtcnido 2 

clonas por sondeos diferenciales de una hihlilllc1.:a de: All~i.:. cuyn correspondiente 

ARNrn es n1ndul;idn cn ~u t..'-'.pn..-~i~·,n por HA {/.úr1i~a-Aguibr t'f al. 19'J5). Los 

estudios de '"DillCn:ntial I>i~pla~ ". rnctodolo~i.i u1ili/;HJa para detcnninar diferencias 

de expresión entre pohladoncs de rncn!'>ajen"ls. no han sid<.l concluyentes. ya que se 

ncccsit.an varios t:nsayn~ con difcn:ntc~ l:Chadon:s par;.1 cuhrir n1ás posihilidadcs. Jo 

cual se explicará con d ... :tallc en el capitulo de n:sultados. 
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Capitulo 2 

HIPc:::>TESIS 

De acuerdo a los antcccdcn1c:s expc:rin1c:nralcs. algunos de los efectos 

producidos por BA durante: Ja gem1inación tcn1prana. son inhibidos al ser inhibida la 

transcripción. ésto indica que para lograr estos cfCctos. BA modifica la expresión de 

genes en etapas ten1pranas de Ja gcm1in~1dún. 
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Objetivos 

C"p it 11/0 3 

c:>BJETIVc:>S 

General 

• Dctcrn1inar cambios en Ja expresión génica durante la gcnninación de ejes 

embrionarios de n1aíz promovidos por la adición de Bcncil~i\.dcnina. 

Específicos 

• Dctcnninar diferencias en la expresión de: ,:\.RNm c~timulad~L'i por HA a fas 5 

horas de gcm1inación. por medio <le ensayos de .. Differcntial Display··. 

• Corroborar la presencia de los .ARNm correspondientes a Jos ADNc diferenciales 

obtenidos. en el gcnoma o el ARN total del cjt.~ ctnhrionario. utilizando Jos 

mismos ADNc como sondas en ensayos de Northcm blot y South<..1n blot. 
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Mntcri.nlcs y Métodos 

Cupitulo ./ 

/V\ATERIALES Y /V\EOTCJDc::>S 

Reactivos 

Todos los reactivos utilizados fueron de gr.ado analitico o, en su caso. de grado 

Riología Molecular. 

Agarosa, Urca, ELONGASETM Amplification Sysrcm, RTS T4 Kina..o;;e Labcling 

Systcm, SupcrScript ll RNase J 1- Rcvt..•r-sc Transcripta:sc, Tris. MOPS, TRJzol®. 

fueron de Gibco-RRL. Lifc Tcchnologics. lnc .. 

Nnl ICIO. Ácido Acético Glacial. Ernnol Absoluto. l 12SO ... f ICJ. Clorofonno, 

Alcohol lsoarnílico. NaCI. f\.tfgCI.> KCI. Sacarosa. NaOJ l. EDTi\, Na2 I-IPO,. 

Nal liPO ... Acetato de Sodio. A'-.'.etaht de Potasio. lsopropanol. se obtuvieron de 

Química MalJinckrodt. de J.T. B~1J...cr o tk :-...tERCK. 

6-hcncilarninopurina. cloran1tC:nii.:ol. DEPC. fl-l\fcrcaptoetanol. X-Gal, IPTG. 

Bromuro de Etidio se adquirieron de Si!:!nlil Chemicals. 

RNa.sa Libre de DNasa. DNasa 1 Lihrc de RNa.._oi;¡a, Glucógeno. Taq DNA 

Polymcrasc. dATP. dCTP. dGTP. d·n~P. Eco RJ. Jlind 111. Bam 111. FcnoL fueron de 

Bochringcr Mannhcim. 

Random Primer Extcnsion Lahcling Systcn1. (a- 1zP]-dCTP. [y-:i 2 P)-ATP. 

lueron de NENJt:-DuPont. 

Scphadcx 40. de Pham1acia LKR Biotcchnology. 

Cebadores de Anclujc (oligodT11 -AG. oJigodT11 -CG. oJigodT11 -GG y 

oligodT,,-CC) y Kit M de dccamcros alcarorios (Ol'M-02 [5"-ACAACGCCTC-3'). 
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OPM-3 (5._GGGOCiAT<iA<i-3º1. OMP-04 (5º-GGCGGTJTiTC-3º]. Ol'M-10 [5·

TCTGGCGCAC-3º1. <ll'M-11 ('i"-<iTCCJ\CTGl(i-3º]) se adquirieron de Operan 

Tcchnologics. (ne. 

El kit de clonación·¡ A Cloningk Kit se obtuvo de Invitrogcn Corp. 

Materiales 

Biológico 

Ejes embrionarios de !\.taiz de la variedad Chalyuci\o de PRONASE S.A. de: C.V .. 

E.schcnchú1 c:o/1 cepa lnvuF· dc:l Kit de lnvitrogcn. 

Flslco 

Papel Filtro# 1. #2 y 3l\.1:\1 de \\'hatman. 

f\.1crnbranas <.lt: Nylon Cargadas Positivarn..:ntc de Oochringcr Mannhcim. 

Tubos de 0.5. 1.5 n1L. puntas para n1icropipcta RT-20. RT-10. RT-200. RT-

5000. de RAININ Instrurncnt Cu. Inc .. 

Película Autorradiogrática Oiomax-t\.1R de Eastn1an Kodak Co. 

Seda Miracloth. Algodón. 

Equipo 

Centrifugas Sorval1 1 Super T-21 y Sorvall~ t\.1C l 2V de Dupont. Aparato de 

Electroforesis Modcl S-2. J lorizon• 58. Horizon• 1 l • l 4. Fuente de Poder Modelo 

250. Secador de Geles GD-t0/50. de Gihco-BRL. Lifc Technologics. Inc .. 

Tcnnociclador Modelo 480 de Pcr-kin Eln1cr. l lorno de l libr-idación HIBr\. YD de 

LabNct. Tr-ansiluminador- U.V. de tJVP lnc. 1 lorno de Entr-ecrnzamiento 

SPECTROLINKER"' XL-1000 de Spcctroni"s Corporation. Incubadora de 

Thcrmoline. Contador de Centelleo de Bcckman. 
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~1atcrialcs y l\.1Ctodos 

Obtención de ejes embrionarios de maíz 

Se utilizó scrnilla de rnaíz de la variedad C:hal4ucño <Zca rna_vs L var. 

Chalqucr1o). paru disecar el eje en1hrionario manualmente, con la ayuda de navajas 

de afeitar. procurando no dafiar la constitución del c:jc y alrnaccndndolos a 4 ºC hasta 

su utiliz ... "1.dón. 

Imbibición de ejes embrionarios de maíz 

Se colocó. en condiciones de esterilidad, papel filtro \Vhatrnan # 1 en c¡1jas pctri 

de 5 cm de diilrnetro. Se desinfectaron 100 rng de ejes embrionario~ por tratamiento 

con 1 OOn1L de Nal ICJC) 0.5'?.--o durante 1 min. Se enjuagaron con 100 mi. de agua 

bidcstilada cstCril. en 3 ocasiones. Se scc¡sron los ejes embrionarios en campana de 

flujo lan1irn1r p<..lr aproxitnadan1cnte 30 n1in. Se colocaron los ejes en las cajas petri 

con el papel filtro, agregando suficiente Solución ele lmhihición de Bi\ o Solución 

de Imbibición Control, para lograr hurncdcccr la totalidad de Jos ejes (:!.5-3 mL). 

incubándose en obscuridad a 25 "C durante 5 horas. 

Extracción de ARN total de ejes embrionarios de maíz: 

Se horno gen izaron perfectamente I 00 mg de ejes emhrionarios embebidos. en 

un mortero con 2 mL de TRlzo).J('. Se incubó la nlczcla a temperatura ambiente por 

10 min. Se adicionaron 300 µL de Alcohol lsoamilico-Clomfonno ( 1 :50) (Al:Cl) y 

se agitó vigorosamente. Se centrifugó a 4000 g por 10 mina 4 ºC. Cuidando de no 

tomar nada de la interfase. se transfirió Ja fase acuosa. que queda en Ja pane 

superior. a un tubo estéril. Se adicionó un cuarto del volumen de la mezcla (Al:CI). 

se agitó vigorosamente y se centrifugó a 4000 g por 10 mina 4 ºC. Se ton1ó la fase 

acuosa colocándola en un tubo estéril y se adicionó un tercio de volumen de 

TRJzol®. Se repitieron dos extracciones con 300 ~Ll de Al:CI. La última fase acuosa 
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se transfirió n un tulx"l estéril y se adicionó 1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2 

volúmenes de etanol al l 00 ~{, n -20 "C. mezclando suavemente por inversié>n del 

tubo. Se guardó por 30 mina -70 "C. Se centrifugó. y se lavó dos vece~ con etanol al 

70 °/á agitando suavenu.:ntc. Se ccntr·l fugt"I a 4000 g por 5 rnin a 4 ·~c .. Se eliminó 

cuidadosamente todo el etanol residual, secando la pa..<ititla durante 5 rnin a 37 cocó 3 

mina 55"C. Se rcsuspendió aproxirnadamcntc en 500 JlL de 1 l:ll libre de RNasa. 

Extracción de ADN Gen6mico de Ejes Embrionarios de 

Malz: 

Se homogeniz.aron :20-50 ejes en1hrionarios en n1nrtero con nitrógeno líquido 

hasta dejar un polvo fino .. Se agregaron 20 n1L de Amortiguador de Extracción y se 

incubó a 65 ºC por 1 O min. Se adicionan1n 6.6 n1L de Acetato de Potasio 5 M. !->C 

mezcló bien e incubó en hielo 30 min. Se centrifugó a 38600 g por 20 mina~ "C. Se 

filtró el sobrenadantc a tr..1vés de una tela Miradoth. en un tuho que contcnia 20 n1L 

de lsopropanol a 4 ºC. rnc:iclando suavcn1cnte y se dejó reposar a -20 ºC por al 

menos 30 rnin. Utili7,,.ando un gancho de vidf'"io estéril se colc1,;tó el ADN precipitado 

en fonna viscosa y se transfirió a un tubo estéril de l .Sn11.. se rcsuspcndió en l 00 µL 

de H 20 y se trató con RNasa. 

Cuantificación de ARN y AON por espectrofotometrla : 

Se midió la absorbencia de l µL de ARN o ADN a cuantificar en una celda de 

cuarzo de 1 mL a 260 nm de longitud de onda •• aforando al volun1cn de la celda con 

agua bidestilada. Se corrigieron las lecturas tomadas restando las lecturas de los 

blancos. que se habían tomado previamente. tomando en cuenta que 40 µg/µL de 

RNA = 1U.A.a260 nm y 50 µglµL de ADN ~ 1 U.A. a 260 nm. Con estos datos se 

determinó la concentración en µg/J.iL de ARN o de ADN en la muestra original. 
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Tratamiento de ARN total con DNasa 1 : 

A un tuho dt: l .~n1J, sc adicionú : 50 pg de ARN lota l. 20 t J de Inhibidor de 

RNasa. 1 O l J de [)Nasa 1 Iihrc de RNa ... a. 5 J.ll, de nn1ortiguador de f">Nasa 1 O X y 

agua lihrc de J~Na~a hasta 50 JtL Se incuhó por ..is mina 37 ºC. Se nforó con agua 

libre de RNasa a -100 pi.~ !'>C C:'\.lrajo C<1n 300 J.-lL de Cloroforn10-Fcnol (1:5) (CJ:FJ. 

Se centrifugó a t 500tl !! por S min a temperatura nn1hicntc y se transfirió el 

sohrcnadantc u un luho lirnpin. Se adicionú 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M. 

pi 1=5.:! y::! volún1cncs tfc ctam.ll 100 °;, a -20 "C. Sc dejó rc..•posar 30 min a -70 ºC y 

se centrifugó a 15000 g por :' min a .¡ "( • Se: rcsuspcndió la pastilla en 

aproximudmncntc 50 J.lL de: 11:0 lihn.: de RNa!>.a. Se cuantifict) de nuevo el l\RN y se 

precipitó el volurncn que ~e: iha a utili.1;1r. lo rc..,lanlc 'C dcjú precipitado ha.-.ta su uso. 

Se observó la intcgrid~1d del :\RI" en un !!el c.Jc~naturali.1:~mtc de forn1~lldchídn. 

Tratamiento de ADN total con RNasa: 

Se trataron apro"-imadam~ntc 100 pg d1..• ADN rc<.;u.spcndido con 5 µI de RNasa 

(40 U/µL) durante al meno~ 30 rnin a 37 (_' Se precipitó de nuevo con 0.1 de 

volurnen de Acetato de Sodio 3 ~1 pi 1 5.2 ~ 2 \"tllt.in1cncs de ct.anul. y se dejó a -20 

QC por al meno!'. 30 n1i11. 

Corte de ADN Genómico con Enzimas de Restricción : 

Se colocaron aproxin1adan1cntc :!U p.g de .·\DN gcnómieo tratado con R.i.""J'asa 

rcsuspcndidos en 8 µL totales. con 1 J.lL <.k la cn:rima a utilizar y con J µL del 

amortiguador respectivo. Sc incubó a 3 7 ºC por al rncnos ..i hora"i. 

Ensayo de ARNm-"Differential Display" : 

Por cada ensayo dc ARNm-ºDiffcrentiaJ Display·· se utilizó un cebador de 

anclaje especifico con la fónnula olig.oJT-V~N. donde V=l\. G ó C y N=A. G. C ó T. 

21 



Materiales y MClodos 

dependiendo dcJ ensayo. Se cJigió aJ a7.ar el dccámcro aleatorio de la mezcla entre 

Jos disponibles en el J...it OPM. Se realizó una modificación al protocolo original de 

fos autores (Liang y POJnJcc. J 992) rnarcando radiactivan1cnrc el cxtn:mo 5 · del 

oligonuclcótido. en lugar de incorporar la marca en Ja rc.:1cción de PCR. 

Marcaje Radiactivo de ollgodT11-VN: 

Se utilizó el Kit de Marcaje de Giben BRL RTS T4 Kinasc y se ¡1grcgó a cada 

tubo con JO U de T4 cina.s~•: 8 µL de oligodT 11 -VN JO µM. 4 µL de y-{ 1~Pl-ATP 

O.f µCi/µL (OAµCi) y R µL de 11:!(_). y procurando rcsuspcndcr cuidadosamente Ju 

reacción del tubo, se incut·h·, a 37 ºC durante 45 min. Se calentó a 55 "C durante 

S min para desnaturalizar a 

inmediatamente. 

Ja cnzin1a. Se enfrió en hielo y se uliJizó 

RT-PCR radiactivo : 

Para Ja reacción de síntesis de Ja primera cadena de ADNc se mezclaron los 

siguientes reactivos por cadu tubo : 

Amortiguador SSll 5 X 

dNTP (250 µM) 

oligodT11 -VN (10 µM) 

lnhibidor de RNasa ( 10 U/¡1L) 

ARN Libre de ADN 

H,O Libre de RNasa 

4.0µL 

1.6 µL 

2.0 µL 

0.4 µL 

1-2 µg 

e.b.p. 19 µL 

Se programó prcviamcnre el tcnnociclador para un solo ciclo de Ja siguiente 

manera; se comenzó a 65 ºC por 5min. se incubó a 37 ºC por 60 min._ se 

desnaturalizó a 95 ºC por 5 rnin y terminó a 4 uc hasta retirar los tubos del bloque 

del tcrmociclador. Se colocan Jos tubos en el bloque y se inicia el ciclo. Cuando se 

hubieron cumplido 10 min del ciclo a 37 ºC se agregó 1 µL de SupcrScript un·•. 
manteniendo Ja temperatura del tubo. 
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Se tomaron las reacciones de prin1cra cadena de.: ADNc y la de marcaje 

radiactivo de oligoJT11 -VN. para la reacción de PCR del .. DitTcrential Displayº: 

Amoniguador l'\.1czcla AB 
dNTP (IOmM) 
5· [.1:!Pl-oligodT 11 -VN 

Reacción de la la. Cadena 

Dcc31ncro Aleatorio (2JlM) 

ELONGASEtu Enzyn1c ?\.-1ix 

Agua Lihrc de RNasa 

4.0 11L 

0.4 1•1. 

5.0 1•L 
2.0 }.ll. 

2.0 µL 

1.5 1•L 
c.b.p. 20 111. 

Se agregaron :? gotas de aceite 1nincral a cada tubo. Se programó previamente 

el tcnnociclador con tus siguientes 3 ciclos de tcn1pcratura. El primero para 

dcsnaturali7.ar el ADN a 94 .. C por 5 n1in. El segundo ciclo alinea los cebadores a 40 

ºC por 2 rnin. polin1cri7 __ a el AlJN a 72 ºC por 30 s y por ultin10 a 94 ••e por 30 s parJ. 

volver a dcsnnturalizar el ADN y se realizó 40 veces. El tercer ciclo solamente fue a 

72 ºC por 10 nün y can1bió a 4 ºC hasta retirar los tuhns del tennodclador. Se 

colocan los tubos en el bloque y se inicia el progra1na. 

Se extrajeron los productos de PCR con 100 }.lL de Clorofonno centrifugando a 

4000 g por 30s a 4 ºC. Se separaron los 20 ~1L de reacción como fase acuosa 

superior c:n un papel parafihn de ta fase org;inica residual y se colocaron en un tubo 

de 500 11L. 

Autoradlografia : 

Por cada 7 }.tL de reacción de PCR se agregaron 4 }.lL de Amortiguador de 

Carga de Secuenciación. Se corrió esta mezcla en un gel de secucnciación hasta que 

el segundo colorante estuvo en el límite de ta parte inferior del gel. que en un gel de 

sccuenciación al 6~,,.º de acrilamida fue en 4 horas. Se secó el gel utilizado en un 

papel 3 ~t .. con un desecador de geles por 2 horas a 80 ºC. Se n1idicron las c.p.m. del 

23 



Matcrinlcs y Métodos 

gc1 en su totalidad. y de esta emisión. dependió el tiempo de exposición del mismu. 

contra una película autorradiogrática a -70ºC. 

Aislamiento de los ADNc Diferenciales del Gel de Poliacrilamida : 

Se cortarnn del gi.:1 c;..pucslo la:-. hanúa:-. consideradas di fcrcncialcs ) se 

colocaron en tllhl)S dC' O.~ rnL c!--tCriks ..:on 100 µl. de 11~0 Jihrc de H.Na~a. Se 

dejaron l O n1in a tctnpcratura an1hic:ntc y postcriorn1cntc s..: calcntú el tubo en agua <l 

95 ºC por 15 n1in. Se centrifugú a 4000 g. por 2 min n ..t e.e. para concentrar vapores 

y precipitar el gel y restos de papel. Se cnfriú y se tran~firiú el sobn.:nadante a un 

tubo nuevo. ai'\atlicndn : l O ¡..d. de al:ctato de sodin 3 ...... 1 pi 1 -5 . .::!. 5 ¡..11. de glucógeno 

(10 mglmL) y ::!OO ¡..LL de etanol 100 ~u a -20 "'C; se ª!!itó su~1vcn1entc y se dejó 

reposando a -70 "C durante 30 n1in. Se centrifugó a 15000 g por 15 nlin n ..t"C. Se 

decantó el sohrcnadante y se lavó la pastil1a ..:on 200 ¡..tL de etanol 75 ~~'a -:20 ºC. Se 

retiró el sohrcnadantc y :-;e secó Ja pasti11a por 5 min a 37 "C. Se resuspcndió la 

pastilla en 10 ¡..1L del l~O lihn.: de RNasa. Se prnccdiú a rca1nplificar. 

PCR no Radiactivo. Reamplificación de los ADNc Diferenciales, : 

La reamplificación se realizó utili7.ando las mismas condiciones de PCR del 

RT-PCR radiactivo. a excepción de que la concentración de dNTP fue de 20 µM y no 

se adicionaron isótopos radiactivos. 
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H 2 0 libre de RNasa 20.4 flL 

Amortiguador 10 X PCR 4.0 µL 

dNTP (250 µM) 3.2 µL 

Dccámcro Aleatorio (2 µM) 4.0 µL 

oligodT11-VN (10 µM) 4.0 µL 

Templado eDNA 4.0 flL 

Taq ADN polimerasa0.4 µL 
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Se programó el tcrnlociclador de la rnisn1a forma que el PCR radiactivo. Se 

tomaron 4µL de esta reacción y se llcvú a cabo una scf!Unda ronda de 

rcnmplificación. a las n1ismas condiciones de tc1npcratura <lcl tcnnociclador. Se 

observó su corrin1iento en gel de agaros.a al 1.0 '!O con TAE 1 X con e5calcra de 

pesos n1olccularcs de Al)N. 

Ensayos de Hibridación en Northern blot 

Electroforesis de ARN : 

Se hizo un gel dcsnaturaJi7ante de agarosa con renctivos lihrcs de J{Nasa. Se 

prepararon 56 n1L de gel fundiendo en 35 rnl. de agua Ja suficiente agarosa para 

quedar al 1.5 C!O final. cnfriündola a 60 "C: y agregándole fonnaldchido 2 m~i y 

FGRB l X. n1czclandn suavementt.:) vaciando en el n1oldc del gel. de preferencia en 

una campana de extracción debido il los vapores túxicos del forrnaldchído. 

Se preparan las n1ucstras nlc?clando las siguientes su~tancias en un tubo de 

500µL: 

ARN (-30µg) 

FGR!3 10 X 

Forn1aldehído 37'?-ó 

Fonnamida 

4.5 µL 

l .D ~tL 

3.5 pL 

10.0 pL 

Se incubaron las muestras a 65 ºC por I 5 min y despuCs se enfriaron en hielo. 

Se centrifugaron a 4000 g por 5s a temperatura ambiente. para depositar la muestra 

en el fondo del tubo. Se agregaron 2 µL de FGLB estéril libre de RNa.sa y 1 µL de 

solución EtBr ( 1 µglmL en ncctato de mnonio 0.1 M ). 01\!zclando suaven1cntc. Se 

precorrió el gel a 5 V/cm durante 5 n1in en FGRB l X. Se cargaron inmediatamente 

las muestras en sus respectivos pozos. Se corrió el gel a 3-4 V/cm hasta la distancia 
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deseada 1narcac.la por L~I Xih:n~Ci.::uull y el azul de: bromofcnol. Se ohscrvó en el 

transiluminador la intc~ridad c.lcl .·\.RN y se procedió u realizar el Nonhcm blot. 

Northern blot : 

Se transtiriú el !!el pt.lr clución capilar a una n1cn1hrana de nylon de la siguiente 

fonna. Se cnloc.:aron c.:n una rnc~a en el orden 4uc se ohscrva en la Figura 3 los 

n'laterialcs y rcai.:tivos indicados : 

Papel 3MM (2) 

Papel 3MM (3) 

Gel 
MefT\b<ana de Nylon 

Papel 3MM (,) 

Papel 3MM. (4) 

Papel Absort>~nte 

.. ¡-

Humedecido 

Seco 

Figuru 3 L>1agr<irru1 de tra115.fercnc1'1 de AR.V a rnemhrana de nylon 

Antes de colrn.:ar la n1L·111hrana de nylon ~e hun1cdcció en la solución de 

transferencia de un solo tra7o para evitar hurhuja...~ en ella. y se colocó sobre el papel 

3 MM humedecido con la n1isnw :-,()luciún. Se colocó el gel con los pozos hacia 

arriba para que la membrana tenga d n1ismo orden de carga que el gel. Se colocaron 

los papeles 3 MM hun1cdccidn~ cncin1a y ~e introdujeron en un recipiente con el 

amortiguador. cuidando 4,UC los papeles 3 f\.t!\.1 IUcran dd mismo tama110 que el gel y 

la membrana para asegurar una transfcrcm.:ia cticicntc. a c-xccpción de los que están 

introducidos en el amoniguador. Se transfirió por l::!-::!4 horas. Una ...-cz terminada la 
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transfcrc:ncia se Cllr1Ú el ~el junto con la rnctnhnma 1narcandn el sitio de lectura de 

los pozos. Se venficú la eluciún cor11plcl•1 del /\RN a la rncrnhrana. incuhando el 1-!Cl 

en una ~oluciún ;.;lltl l::tBr 

transilun1in3dor de lJ.V. 

Se cntrccnuú el t\RN la nit:n1hr~ina de nylon un hom1, de 

cntrccruzanlicntn de lul' l J. V. a 1 :::!O.lHIO Jdicn1: durante 30 s. 

Marcaje de Sonda Radiactiva por Cebador Aleatorio (Random 

Primer) 

Se t.h: ... naturalil'drcm de 10-~f) llf'. 1,,.·u•rntiticado~ en gel. del fragmento 

rc::ln1plitical.!n de AD~1,,.· ohtcnido por ·"f)ilfcrcn11al Di..,play"'. incuhúndnlo a 100 ºC 

por 5 rnin. Se cnfriú en hielo ::; min. Se a~n:.i;arnn 6 pL de Arnorti¡piador de 

Reacción. 6 JtL 1. .. k dNTP~ meno~ dCTP. -Jo ~1Ci 1.k f n-•:pl dC-1 P. l f~( J hasta los 30 

JtL y 1 pi. del frap:rncntn Klcnn"'• 1h.· la .·'-Dl". poi 1 de!:" cn/1. Se im..:uhú pnr .2 ha 37 

ºC. Se adicionarnn X Jd. ík 1·.I > r,\ 250 111'\.1pi1 8 o:- 160 Jd. de STE Se tnmú 1 µL 

para 111cdir la incurp11radú11 (l:11enta 1). c..·! cual ~c..· cc1n"'idcrcl cnnll• el 100 °;). se pasó 

por una colurnna de Scphadcx (i-50 pi 1 7.0 a lflOO g P'-lí 4 rnin a ternperanu·a 

ambiente. Se tomú 1 pi. del liltraJo para medir in..:orpnrai.:iún ( cw.:nt~1 2). 

La incorpuraciún del isótopo radiacti" o !'>C n-iidiú en el contadnr de centellen en 

el rango del tritio. l.a cantidad c...lc c.p.n1. se rnultiplicú por 2 :- sc c...li" idiú entre la 

cantidad de ADN colocada para man::ajc. Sc con1parú c~tt .. · v~tlnr de Ja cuenta 1 con el 

valor de la cuenta 2. nhtenicndo el ~o de incnrpnraci1·m. 

Columna de Sephadex G-50 : 

Se empaquetó lcnt:tnu~ntc la columna en un~1 jeringa de 1 rnL de in.sulina con la 

resina Scphadcx G-50 cquilihrada en STE pi l 8.0. ccntri fugündola a J 600g a 

temperatura an1hicntc. hasta completar las 100 unidades insulínicas. Se lavó con 100 

27 



MatcriaJes y l\félodos 

JlL de STE pi l=M.O 4 veces. Se agregó Ja sonda purificada )' se di{> un últirno ciclo 

de cenrrifugación a la misma velocidad y temperatura. 

Hibridación y Autoradiografla : 

Sc colocú Ja mcn1hrana fij;u.Ja en Ja ~oluciún de hihrid;1eión c:n un agitador a 

60-65 ºC por ::!-4 hora. .. en el horno de hihnú;u.:iún. Se de~na1uralizó por 5 min el 

segmento de A[)Nc mar-:-<1do radiac1ivan1entc. y se enfrió en hielo: se utilizó 

suficiente sonda para tener 1 o' c.p.m. por hoja de rncrnhrana de nitn.>eclulosa 

(J2xl4cn1). Una vc.I" transcurrido el ticrnpn de pn:hihridaciún, 'ic tirú Ju solución de 

hibridación presente y ~e <1grc~ó nucv¡1 ~olución ah:mpcrad~1. junto con la sonda 

desnaturalizada teniendo cuid~1do de no hajar la tcrnpcratura del hnrno por mucho 

tiempo. Se mantuvo en el horno de hihridaci1·m i=n nitaciún continua a 60-65 ºC 

durante 12-20 horas. Se lavó la n1cn1hrana en SSC O. J X y Sf)S 0.5 ~ó(p:'v) a 60-65 

ºC por 5 min. dos veces y por 1 O n1in dt•'i vece~. can1hianúo la ~olucion de lavado. Se 

realizó una autoradin~"Tafia de Ja n1emhrana de nylon. prrn..:urandn l_JUe esta no se 

seca.ns envolviéndola en plástico. 

Ensayos do Hibridación en Southorn blot 

Electroforesis do ADN 

Se utilizaron muestras de ADN conado con enzima..~ de restricción o de 

productos totales de RT-PCR. Se realizó de manera análoga a L:1 electroforesis de 

ARN. pero utiliza.ndo TAE J X corno amor1iguador. en el gcJ y el an1or1iguador de 

corrimiento. Se hizo el gel al 1-1 A~ó de agarosa. agregando I µL de solución de 

EtBr. Se prepararon la.-. n1ucstra.."'> con TAE-LB y se cargaron en el gel en los 

respectivos pozos. Se corrió el gel entre 60-90 Amp durante 30-60 min dependiendo 

dcJ corrimiento deseado. 
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Southern blot 

Un.a vez que !'>C tuvo Ja electroforesis de ADN. se desnnluralizó el ADN con 

NnOl-l 0.5 N y NaCJ 1.5 N durante 45 min y se ncutr:lfizú 2 \'CCCs (;lln Tris-1 lCJ 

pi 1~ 7.4 J ~1 y NaCI 1.5 N. por 20111in en cada ocasión. Se colocó el sistema de 

transfcrcm.:ia Cl1rno '-'ll l.1 . í''-·ro utili.1':.ando SSC 10-20 X como an1ortigu3dor- de 

transtCrcnda. por un tit."rnpo Je J 2-24 hora!'>. 

Hibridación y Autoradiografia 

Se rcah:l'ú hajo las n11""ma.'> c,1rH .. hcil11H:..; del N(lrthc:m hlot. 

Clonación 

Se utilizó el pJ.:L..,n11Llo p( ºR r'-" ~-1 411c vc:nía c:n el Kit d~ clonación TA Cloning?O Kit 

para clonar productos de PCR. Se utihl'ú una reacción de PCR con menos de 5 horas de 

reaJi7..ada par..1 no pcnJc.:r la:<. i\.s que Clllc.ica la Taq pnlinH..•rn..,<>:t en los extremos 3 ·del st..•grncnto 

runplJlicadn. utili.1' .. atfa~. par.;1 l.1 li¡..:aLiún 

Se colocó la rcacc1ún e.Je: lig.;n.::ión co1no :-;iguc: · 1 ~lf. de Amoniguador de Ligaciún. t p.L 

de T4 DNA Liga..'>a. :! pL de pCR 1 '-i.2. 1 (25 n~ pL). -to ng de producto <le PCR y agua c:stériJ 

hasta con1plc:tar 1 O pf Je: la rt..•ac'--·i11n. S'--• incub-1.·, a l .t "( · .!. 0 . .1 p.•r toda la nuchc. se colrn;ú a 

4 "'C. utiliz.inJc.>se lo rn."L-. pronto p.y.,1hk. 

La reacción de tran:-.tC1rrnac1ún '>C.: n:afi/1..·l di.': la :-.1gu1cntc: rnaner.;1 .:l 2 tubo!-. (;:onrc:n.icnJo 

e/u 50 µL d~ células cun1pek·n1e .... JrnuF· ~ Je:.., a!!ret:-:1º1. a t:~1J~1 urw. 2 pL de D.5 •\.! 

Jl-mcrcaptncL'.tnnl. men:lando 'ill~I\ e y cuidadnsan1cnte L:nn l.1 punta Je L.i pi pela Se ~1grc:garon 

2 µL y 4 µL de Ja rcacciún de li~<H.:ic.Jn. c:n '--·ai..Ja tuho n:-.pccll\an1c:uh .. ·. <1!-!Íli'.1111.Jo de l.1 rnisnl<l 

manera. y se incubaron P<lr t.'"Xact:uncnic: }(} 1n1n en hic.:lo. Se rc:ali/l'l un d1rn . .¡lH: hi'mJi1..~o a 

42 ºC por exactamente 30 ~c:g ~in n1c.tclar fl1s tubos. y se rc:g.rc::-.aron a hic:lo por otros 2 min. 

Se agregaron 450 µL de medio SOC" a lc:mpc:ratura ambiente y se agitaron los tubos por 1 hora 
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a 37 ºC a 225 rpm en un agitndo,.. orbital. Se !'iC'mbruron 200 µL y 400 µL de cada tubo en 2 

cajas n.::spcctivamcnte que conu:nian medio Lll con 50 µg/mL de Ampicilina. 50 µg/mL de 

X-Gal e IPTG. Se dejó crccet° por 24 horas y se reali:r.aron miniprcparacioncs de las colonias 

blancas encontrada..."i. 

Mini preparaciones 

Se 1om6 una a.••.ada de la colonia y se creció por 12 horas en 2 mL de medio líquido LB 

con 50 µgtmL de runpicilin.a. Se torruuon 1.5 mL y ~centrifugaron a 4000 g por 1 O min a 

4 ºC. Se rcsuspcndió en 200 µL de Solución la 4 ºC. Se adkionaron 400 µL de solución 11 a 

ternpcmlura amhicnte. agit.nndo manualmcnlc. Por último. se agregaron 300 µL de solución JU 

a 4 ºC. se agitó por 1 O seg y se dejó en hielo 3.5 mio. Se centrifugó a J 2000 g por 5 min a 

4 ºC y se lJ"DO.."ifirió el sobn:nadantc a un nuevo tubo. Se realizó una extracción con 

Fcnol:Clorofonno:Alcohol Jsoamflico (25:24: 1 }. y se precip~tó con 0.1 vohimencs de acetato 

de sodio 3 M y 2 volúmenes etanol 100 % a ~20 ºC. Se rcsu."ipcndió en S"JC pll=8.0 según el 

volumen de la pastiUa. 

Se cortó colocando 0.1 volúmenes de amortiguador de la enzima de restricción y 0.1 

vohímcncs de la cn.?jma de n:stricción. con 0.8 volúmenes de plá."i.ITlido. Se observó en gc:l lo. 

pt'CSCllCia del inserto. 
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RESUL TADc::>S 

"Oifferential Display" 

Fundamento de la Técnica 

Resultados 

El ablamiento Je gt.•111.:s e"\.pn:~ados ditl:n .. ·neialmcnh: es de suma importancia 

para d c .... tudio Lk carnhios entre du~ pnhlacinnc~ <.le. .. • eClulas contrastante~. utilizando 

tCcnica.-. 4.:01110 la hihraL14.:Íún sut't~tractiYa par~1 este: fin. En 1992 Liung y Pardee 

desarrollaron una nuc"a 111t.·t0Lh,h1!!ia par.1 ~li-..lar gcncs expresado<> difcrcncialn1cntc. 

de lo:-. cuate~ no se 1..·onpce L1 ~ct..:uc111..:ia. fiera: corno fundan1cnto el que al utilizar 

una suhpnhlaciún de AH.Nin en lugar dc hlda Ja pPhlaci1.1n .... e pueden (.h:tc..:tar y 

aislar n1ejnr ditl:rcru:ia~ de c'.\.prcsiún entre tratar111cntt1c... Para la rcducciún <le la 

pnbladún de t\RNrn que :-.e va a anali/.ar. se utili/an cchadnrcs de oligo-dT con dos 

nuclcútidos de anclaje degenerados (ulign-dT-VN. dnndc V pucdc ~er /\. Ci o C y N 

puede ser A. Ci. C o T). para la ~intc-.i~ dt.> la prinicra caden;1 de i\DNc. lo~ cuales en 

prin1cra inst~mcia pn:tcnden dividir en 12 la pohJaciún tot;1I de i\.RNm. Con el fin de 

hacer m;b n.:prescntati,·os los gene:-. p()cn e.xprc'>ados. 'ie realiza una reacción de 

PCR. para In cual se: utili/.a el oligll-d r-·v~ para la !'>intc~is de la prin1cra cadena y un 

dcciunero aleatorio l..{UC se pueda unir hacia el cxtrernn 5 · del ADNc resultante. 

incorporando en la.s n.:ac4.:"ioncs un nuclcútidn radiat..:ti..-o con10 n1arca<lor. Se corren 

las muestras en un gel de secuenciación y se cxponc contra una pelicula fi.>tográfica. 

en la cual se pueden nhscrvar handas di fcrc111..:iales las cuales pueden ser aisladas y 

rcampli licadas conándnlas dd gel. Fsta n1etodologia se cs4ucrnati:ra en la Figura 4. 
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z:;.. habibidos con Ap.a ~ .., Ejes. lntbiJi.iiclo. con BA 

Trat&mie.n.to con Dlüs.a Extr.Aerión d. ARN 
-Tat .. 

Transcripción Reversa l 
CU.A.Cc.&.UC.CGUC,Ccc.a.&.&. ¡z•r:cc•sccc111 
Pl"irncl°• e.ten. de Allllc 

PCR con Radi.oUot.opoa 1 obcod'"f VN d. A.n::l.QI:. 
Y un d.c.an...m .ala.toz:ao. 

Fr~oa de Almlc: de Doble c..den9 
CT.A.CCATCCCTCCCGA..A.A 
CATCCTACCCACCCCTTT 

Bmldes Dlferencleknente Expresadas ----1 - - - -- - - -
Costar bend<ul dif"erenculles. 
y reamplificutas Ckx>ect6n 

o 
Conflnned6n de l• Eqls"esión OWerenctel por Ncxthem 

,.Q, 
Secuendeclón.. Cornp•aclón 

con b8aea de o.tos 
Sondeo de Dlbliotec
de ADNc ~· oblener 
ADllc completo. 

Figura 4. Identificación de genes difer1.. ... ncia/es por "Differential Display'º. 



Resultados 

De acuerdo al dia!!rama !-.C pueden esperar cuatro expresiones di fi:rcncialcs 

posibles : la uparición del mensaje o su munento y la desapariciún del n1ensaje o su 

disminuciún. In cual puede oh~cn ar porque el PC R rcan1pli fica 

proporcionahncntc lo~ ~e!!n1cn10 ... de i\ R :--: . 

Con10 se mencinnC.:1 previan1cn1c. cn un inicio !-.e plantcaha la pos1hili<lad de la 

cxistcncia de 12 cn1nh1na..:innes pn ... ihtc ... de c.'l1go-dT-VN (l.ian~ y Pardee. 1992). 

pero los 1nisrnos autores oh~cn·anln poco dc~pué~ una dcgcncracil"1n en el primer 

nuclc:ótido (Vl para el n:conncin1ienhl e.le el oligo-dT-VN por la Transcriptasa 

Reversa y la Taq Pnlin1crasa; es decir. 4uc c..•stas t.•ruirna' tcnian poca c<.;pccificidad 

hacia ese nudcútidn por lo t..¡uc selcc..:ionahan de una rnancra parecida la pohlaciún 

de ARN. reduciendo las posihlc~ comhinaci11nes a 4 (oliµn-d 1-VA. oligo-dT-VC. 

uligo-dT-VCi y oligo-dT-\/T) donde V puede ser A. C o (J Cl.iang. A.vcrboukh y 

Pardee. 1993 ). t In ai'lo dcspuCs. los nlismos autores propusicron el uso de un solo 

nuclcótido de anclaje en el oligo-dT para la sclci.:ción de las pnhlacionc!"> de /\RNm. 

concluyendo en !->U trahajo que el usn de e!->IC nlif!onudcútido reduce la redundancia 

de mensajes (l.iang et al. 1994); sin ctnhargo. el uso de Jo.,. nuclcútidns de anclaje 

sigue siendo vil.lido corno ellos rnbrnos In rci.:nno..:en ( Liang y Pardee, 1995 ). 

Corno se puede apreciar. la ~elcctivid¡u.J de los mcn!-.ajcs amplificados 

finalmente la dará el oligo-dT utili:t.ado; pero dehido a que tiene haja temperatura de 

fusión (Tm). se obliga a hacer un alineamiento del echador oligo-dT a temperaturas 

bajas. de aproximadamente 40 ºC. a la cual pueden rcamplificarsc incspecificamente 

segmentos de AI"JN que no fueron eliminados totalmente del ARN produciendo 

falsos positivos o falsos negativos. Por lo anterior, se dchcn tratar las muestras de 

ARN total con J)Nasa. para clirninar el J\DN residual. Aún asi. se dehcn tener 

controles negativos de la rcacciún de tran~cripción reversa: es di.:cir. poner la 
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Resultados 

reacción de PCR n partir de ARN sin haber hecho la primera cadena de ADNc. De 

esta fonnn .. si cxisrc AJ)N residual que se pueda rcamplificar. se ohservaní en estos 

carriles de Ja autoradiografia. evitando falsos positivos al buscar la cx:prcsiim 

diferencial. 

Por Ja misma naruraJcza de Ja reacción del PCR .. se recomienda hacer las 

reacciones de polin1crización in vitro por duplicado. ya que se óL'iC:gura Je alguna 

manera Ja rcpctihilidad de las diferencias encontradas. debido a que es una rc.:.a..:ción 

controlada por conccnlración de sales. conc-cntración de cnzin1a. conccntn1ción de 

templado. tiempo de alineamiento. tiempo de polimerización y tcn1pcratura. 

Ensayos 

Se realizaron aproxirnndamcntc JO ensayos de .. Din·crcntiaJ Display" con 

diferentes cebadores de anclaje y aleatorios. Solamente 5 de estos ensayos n1ostraron 

diferencias que fueron considcrada.."i significativas en el bandeo producido. Las 

combinaciones de cebadores de Jos ensayos anteriores. se realizaron como se 

muestra en la Tabla 1 incluyendo sus Tm : 

Tabla J. Combinaciones de Ct-•hadores Utili:ados para los ensayos de 'ºDiffi-•rcnt1al 

Display·· 

'C .... :4 'i t Tló;c 
• ·.1. '< . ' ...... -· --~ • 

. . -~· .. 
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Resollados 

Aunque se: observa L.JUC Jas T'n de varios Je los echadores utili;,,..."ldos son 

menores a J¡1 de aJincarni.:nto uriliz.-1da. sí !'>C <lclcrminó incorpor..ición de marca 

radiactiva. lo f..lUC indka que cJ aJincanlicnto se produjo con J.-1 ayuda del dccámcro 

aleatorio 4uc posee: un;1 Tni. en gc:neraf. mayor a Ja ucili7,.;:,d;i. 

Los ensayos de .. Diffc.:n:ntial Display·· rcafi:t .. ados que n1ostraron difc:rcncias de 

exprcsíón, se cxpon.:n a continuacíón. de fa Figura 5 .:1 fLt Figura 9. con Jos 

oligonucJcótidos utih7,.o.uJos y las handas conadas en 111~ pie:~ de ti!!ura. 

En fa Figura 5 sc.• ohser.:a t.•J c..·nsayo n.:afi7ado l.'On f3 combinación V(j-J\.12, de la 

cual se cortaron 4 handas. 2 con10 prrnJui:ro de: t.•srin1ulaciún (o. y ó) y 2 producto de 

represión ((\ y y) por OA. La ohscrvaclón dc Ja expresión rcsulra p.-ico clara ya que 

exisrc una ngfon1cración de dif'c:rcntcs hand.::i~. que: produce un cncuhrimicnto de fas 

banda.."' difcrcnci;1Jes. tanto en Ja fotografi;i de la pdicuJa c.xpuc:sta como en la 

digitalización. Para asegurar que se oh:..cr.:aron hicn tas difcrcncia.s se n:nlizó más de 

un gel de secucnciación a diferentes ~onccntraciones de acriJanlida y/o de fucr-.1".a 

iónica del amortiguador de corrida ... para corroborar las hand;1..- conadas y s0Jan1cncc 

se presenta el que se obtuvo con mayor claridad. En este gcJ. en lo~ carrHcs J y 6 que 

se colocan con10 control negativo del ensayo. se pueden apreciar varias 

rcamplificacioncs incspccifica.c;: de ADN residual (X). <-lUC no fue c:Jiminado 

tot.almcntc por la IJNasa; para el ;lnálisís difC:rc:ncial no dt.:"bc:n considerarse fas 

banda.o;; de los carriles 2. 3 . ..; y 5 l.)uc: cstjn a b altura t •• k· ésra.<> . .t\fi:,nunadan1cntc no 

existieron bandas difcrcncialc:s a fa altura de donde se c-ncontr::iron Jas bandas 

rcamplificadas a partir de ADN rcsidua.J. 



Resultados 
ohgodTVO OPM.02 

1::3 .. 56ARN 
.+-t-++-RT .•• : ,;,'~: 
- • #.. 

-
.... - _ 
_ ,. 

.. 

Figura 5. En..TG)'O de '"Différf..''1lit1l [);.,pht)··· 1~ttl1=anJo c1..•hadon•s o/igo-JT-FG y OPA.1-
02. Carril l y 6: con/role.\· nt·~atn:o.\ dt• RT-l'CR de ARN 5C y 5BA rcspcclivamcnre. 

Carril 2 y 3 : RT-PCR Je AR.V 5<. y Carrih• ... -1 J.' 5 RT-PCR dt• ARN 5BA. Lus flechas 
indican las bandus qut! .'fe con.'iidt•raron d1j~·rt•t1ciult:s y la lt:rru au~tu.ultJ. La'f flt.•cha.<; a /a 
izquierda indicun disminucifjn Je la ('rpn·.\i1i11 por RA y !tu ./1l'cha."> a Ju J(.•reclia indican 

cst1mulación cit.- lt1 t•:cpre.'iión por B,-t 
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Rcsulrados 

1 2 3 4 5 6 
+ + + + RT 

-~ -- --b 

d--

Figura 6. Ensayo de "D{ffi•rt•nria/ fJup/a_l' ·· lllih=ando ct:hadorc:.i- oligo-d7"·VG y 
OP~\f.03. Carril I y 6: Conrro/t'.\ n'-•¡.:arn·tH cJ,__• RT-PCR de ARA' 5C y 5BA 

respecti\·amenh'. Carriles 2 y 3 Rl"-PCR de ARi\' 5c_· y Carrilt.•s -1y5: RT·PCR de: 
ARN 5BA. Los fledras indican la.'f handa.'f qut.• se con.'fidcraron diferenciales y la letra 
a.signada. /..asflecha.'f cJ la i:quit•rda indican dúminuciún dc.• la i.•xprcsión por BA y las 

flechas a /a derecha indican csrimulac1ún J,__• la expresión por BA. 
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Resultados 

En la Figura 6 se obscn.·a una amplilil;ación del ensayo realizado con la 

combinación VG-f\.13. del cual se cortaron -t. handa~ : J producto de cstimulación (a. 

by e) y 1 como producto de reprc-.iún (d) pPr l\/\. Fn e'IC cn~ayo pareciera que dos 

de las bandas que: se csti1nulan con l\A (a ~ hJ aparecen de novo, ~in cn1hargo no se 

puede asegurar esto. l,a haru.ta (e) ~e incrcnic:nta. pl1r4Hc ~a c-.taha pn.:~cntc:. y la (d) 

disminuye. porque no 1..ksaparccc. con la adiciún de HA 

En la Figura 7 ~e observa la a1nplifico:11.:iún dc.:1 cn:-.a;..o reali/ .. ado con la 

combinación VG-!\14. de la cual se sclcccinnarun -t. hand.1' 2 e:--.tunuladas por BA (e 

y h) y ::!. repriniidas ( f ~ g.). En este caso se oh~crvan cbramt:ntc- las scgnicntus de 

ADNc. donde se aprecia h1 cstin1ulaciún y la repn:sil"m. r~lr lo cual ..,e cortaron Ja...., 

banda.o; correspondientes. l:n e~te caso tan1hiCn ~e repiticnm geles para ohtcncr mejor 

definición de handa .. 'i. di fcrencinlcs. 

El ensayo reali1,,;:1dn con la comhinación CC:-M l O ... c nh~c-rva en Figura 8. del 

cual se cortaron un total de 6 handas difCrencialcs: 5 estin1uladas (cr: 1 • f~ 1 • "fi· '5 1 y i;,) 

y l rcpriniida (c 1 ) pnr Bi\.. En csh.: ensayo tanihién se rcali.1arnn repeticiones de- lo~ 

geles de sccucnciaciún a diferentes tiempos de corrirnientn :- concentración de 

acrilamida~ conlo se ohscrva en la figura. por In 4uc en uno de clln~ no se aprccia la 

banda E_, 1 • La variación en la ~eparaciún de handa~ entn.: lo~ !,!eles y por lo tanto la 

nitidez de anibos es dehidn al peine utilizado en el corrirnic-nto, en el pr-imer gel que 

se observa se utilizó un peine de "'dientes de tihurón" en donde no se tOrrnan los 

pozos de cargado y por lo tanto las bandas quedan juntas una a la otra; en el segundo 

se utilizó un peine formador de po7os. en donde existe acrilanlida entre Cstos y 

pennitc una mayor definición entre bandas de diferentes carriles. 

38 



Rcsultacios 

f' __ 

g--

1 2 4 6 ,AR;"l 

RT 

--h 

Figura 7. En.Hl.l-"O de '"[)~ffi•rc11t1al /)npla_i ·- utdr:undo cchador1...'.'f ohgo-dT-VG y OPAl-
04. Carril 1y6 Controle.\· ncJ.:'lfn·o.\· de Rl"-PCR e/,,_· AR.V 5Cy 5BA respectivamente. 

Carriles 2 y 3 RT-PCR dt: ARS 5Cy e ·urnles ./y 5 RT-PCR de AR,V SBA. Las 
flechas indican la ... - banda.\· qut• se.• cOtLHdcrarnn d¡fi·rt..'nciale ... y 1,, }c..~tra asi¡.:nada. Las 
flechas a Ja i=quic..,..Ja indicun di.'fminución dt! la c.•:r:pn·.üán pnr BA y la:s:flecltas a la 

J1...•rc..•cha 1nd1can c.\·ti111uh.Jc1ón d1...· la 1•xprc..·sión por BA. 
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Figura 8. Ensayos d(_• ·· Dijferential /.Ji.\"play ·· rJfl'1=undo c(_•huJor(_•_,,. oli¡.:o-áT-CC y OI'.\f-1 () 
Carriles 1 y 6: Controles nl.'J..!Oll\'<H da..~ RT-I'CR de AR¡\' 5C .\.' 5BA rt..•.\pt!Clivamcnre. Carriles 
2 y 3: RT-PCR J._• ARJ..' 5C .v Carri/1..·s ./y 5 RT-PCR ch• AR.V 5RA. /..asjlccl1as indican las 

bandas que se consideraron d1f1..•rcnciales y la h•rrcz a.o;ignuda Las flecha.-. a la l=quit.·rda 
indican disminución dt..• la expr1.·.uón por R.·! y h1.1; /lechas a la d,·r(_·cha indican esrimulacirin 

d1..• la expre ... ián por RA 
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o~CC OPM-JJ 

.5C 5C !iC !iD 5B 5D ARH 
+ + +- + - RT 

-- 2 -------
Figura 9. Ensoyn dt' .. Diffi•rt'ntial /J1.,play ·· urili=ando cchudores olr~o-dT-CC y 

OPAf-11. Carril 1y6: Controh•.J· nt.•;:uth·o., de RT-PCR d..: AR.\' se· y 58..t 
respectil"amcntl.'. C'urrilcs ~y 3 RT-PCR de .·IR.\" 5Cy Carrrlc.,· ./y 5 RT-FCR ele 

AR.V 5BA. Las flechas indu:an la.\ hanclas que xc c:on.u·dt.•raron d~/crcncia/t."s y la 
letra asignada Las flechas a la i:quit.·rdu indican clisminucirin de la cxprc.ütjn por 

BA y las flechas a la derecha indican ,·.it1n111lur.:ián de la cxprc\Írjn por B.-t 

41 



Resultados 

Por últirno en la Figura 9 se ohscrva d ensayo obtenido de la con1hinación de 

oligonuclcótidos CC-:'\.'11 1. de la cual se aisló solamente 1 handa C"ilin1ulada por BA 

(a~). Miss ahajo de la handa se ohscrva una <lifen .. ·nc..:ia <le expresión (X,), 4uc 

pareciera ser cstin1ul;1da por BA~ sin cn1bargo, c~ta banda no !->C conú y rean1pli1icú 

por el tan1ai'\o que prc~c:nta y aden1ás porque no era dar.a su cstin1ulaciún al 

con1parada con otn1s ~eles de acrilarnida que se corrieron con esta rnbma 

combinación. 

I:>e e~tos ensayos ~e cnr1aron las banda~ rnarcada~. 4uc poseen expresión 

diferencial. y se rc.arnplificarun. Se cortaron un total de J 9 bandas con la distribución 

observada en la Tabla 2. 4ue indica el nun1cro de han da~ di krern.:ialcs cortadas por 

combinación de cebadores. 

Tabla 2 .• Vúnu.•rn dt• A D.Vc rt'dniplifiniJos por comh1naciún d.__• Cl'hadores 

Con1binación ADNc remplificados 

4 

VG-M3 

VG-M4 

CC-MIO 6 

CC-MJI 

Los ADNc rcamplificados de la manera descrita fueron separados por 

electroforesis en un gel de agarosa al 1 .O '% y se comparan contra una escalera de 

tamni'\os de 100 pb (pares de bases) de ADN. para asi conocer su tan1ar1o en pares de 

bases. En la Figurn 10 se observan los productos de las n.::amplificacioncs con las 

combinaciones VG-M3 y VG-M4 y en la Figura 11 las rcamplificacioncs de las 

combinaciones VG-M2. CC-M 1 O y CC-M 1 1. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 

1 
. - -

Figura JO. Gel de .·l¡.:lJrosa u//'!.~ rái:.:. • •n Fr/Jr Carrr/ J y 13 Escalera 

de 100 pb de ADN, Carri!L'.l ~ "' 1 .:! ,., .• 1· ,".:1/icunnne.~ de hunJani.. íi. y. ó. 

12345u789 

Figura J /. Gt!I dt.• Agarosa al I ~ó l<"n: •• ,, • on FrlJr ( ·arnl 1 Escalera de 

lOOpb de AD/V. c·arriles 2 a/ 9: r<.'an:¡1l11l, th'JOIUºS dt• hc1ndas ª·h. c. d. e. 

_r. .~ J" h rt'\{'•, !: . , 111:t:nle 
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Resultados 

En la Tabla 3 se muestran los tamai\os aproxin1ados de las bandas cortadas de 

todas la.._-; combinaciones de acuerdo a la comparación con la escalera de 100 pb de 

ADN. Puede ohservarsc en cada ca.so que las bandas corresponden en su n1ayoria a 

segmentos de ADN únicos. aunque en otros existen múltiples bandas o harridos. 13 

corresponden a genes cstirnulndos y 6 corresponden a genes reprimidos. 

Tabla J. Bundus RL·amplijicaJas con las bandas que producen y su.J pesos moleculares 

Ho111da l.(1.·an1plilic:a1.·14•111.-, 1 .•111.1f10 «."n Par1.· .. d1. 'lothf11.·a1..·io11 

< u.-t;.ul.1 ( >h11.·nul.1, H••,t.·' 1 hh·,-,·1u·1al por 

HA. 

____ _:9_Clrh. ___ J ___ Esti!Tlll.lad<' ~ 
~'>_O_l'_~-----L EstimulacJ_a 
490 pb 1 Estimulada 

1000, 550, 450 y 300 pb Rcprimi~ 

~--+-----+· ---·\ 
e 1 

d 
400pb Estirnu Iaci3-

f------c-----~-------+-------------+----·---· .~ r , 700 y 650pb Reprimida 

e 

g Barrido de 500-200pb Reprin1ida 

h 850, 700, 600 y 550 pb Estimulada 

a. 2 360 y 250 pb Estimulada 

200 pb Reprimida 

y 390 pb Reprimida 

250 pb Estimulada 

400 pb Estimulada 

410 pb Estimulada 

y, 390 pb Estimulada 

Barrido de 100-200 pb Estimulada 

260 pb Reprimida 

190 pb Estin1ulada 

2 400 y 150 pb Estimulada 
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Resultados 

Northern blot 

Se rca.Ji7..aron varios intentos de corroh<lración de la. cxprcsi<'>n de lo'> diferentes 

mensajes por Northcrn hlot utili.r.ando c;ida uno de los ADNc ohtcnidos como sonda. 

pero con n:sultado~ fallidos~ por h.1 anterior no se pudo utili.?ar c'>tc ensayo como 

corroboración de la pn.:~cnci<J d .. : rnensajc!I. con la cxprc .... iún rnodificada por HA 

Con10 una altcrnati\.'il d1.: corroh<1r.iciún de lo~ segmentos d1fc.=n:ncialcs ~e rcali7..aron 

ensayos <k· h1hridaci .. ·1n en i\lJ~ !!.C:rtl1nlic<1. Se utili.1-ú i\IJ~ ~cnómico cortndo con 

enzimas de n:!'>tricciún para nh~t:n. ar 'I .ilt:uria." de cst;i.<. rcamplificaciones 

corresponden ¿1 n:!;iPne'> del gcnon1a de.· las cc..quJa .... lh:I eje cn1hrionarin. 

Southern blot : 

De lo~ ensayos de southcm hlot reali.1:.ado!'> con la.'> sondas o.. o: 1 • C p 1 • a y c 1 • 

elegidas haciendo una C"\.aluaci .. '1n de su:-. car;ictcristicas como su tamafto en pares de 

ha.ses, la i.:;.:ullidad de bunda.s producida.s y c:xpresicln diferencial. sólo ~e nhruvo una 

hibridación cspc:cifica d1..- la banda (a). con10 se muestra en Figura J 2. Las demás 

rcan1plificai.::ioncs no .se probaron. 

Con10 se aprecia c:n Ja autorradiografia. cuando el ADN gcnómico se corta con 

Barn f 1 l se obtiene una solo handa de alto peso molecular. de aproximadamente 

7000 pb; con Eco RI o con l lind 111. se obtiene una banda de peso molecular menor. 

de aproximadamente 900pb. Lo anterior nos indica que el ADN de Ja banda (a) 

corresponde a una región gcnómica transcribiblc:. 

45 



Resultados 

1 2 3 

Figura J:. Soulh'-•rn d1..· Al).V ,L!t-"11ún11co corflltÍo c.:ori d1/é:r.._·,: 
utili=ando como ."íonda la h1.,111'14.l n·,1n1plifi ... ·uda ;.: l ",zrn/ J . 1; 

111. c·arrzl 2 C'ortado con Feo R/ \. t -.1rnl 3 e·,., 

1 2 3 4 

-500 

Figura 13 Soulht•rn tic! Af).\'i.- •: 1 en RT-PCR de la,.._, 
Carril I .\.· -1 PCR de AR.'\' 5C y 58A rt..'Sp.:,·1fran11.·ntt· 

l'CR Je .·IR.'\" 5C y 5/JA rc ... pt•ctn·a11i. 
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Resultados 

Como w1a op..;ión a la cnm..,h<>r;:u.:i ... ·>n de los AD~c difcrcnci:ilcs por hihridación en 

Northcm blut. se utili;rll una variación de la tC..:nica Je RT-PCR que no~ ayudó a cnrrnbor.u la 

presencia Je c~to:<. n1cn~1JCS en cdul;:L'i Je maíz. !\.1cdiantc c~ta técn11.:a o,.c corrohorú que Ja 

banda r.: 1 podía h1hridar contra un /\DNc proveniente de un cnc..ayn t1pn ••1J1ffcn:ntinl Displa) ··. 

por medio Je :-.outhcn1 hlot. P.1ra c .. to ~ utili.t_ó la mi~ma l.:11mh1na.;11'in de echadores (CC'

~110) ,_.el en~lY\> de RT-PCR se hi.to en au~ncia de m;:u-ca radial.'.t1va L.1 totalidad del AD Ne 

obtenido se hihndo contra .'\l>~c de la han.Ja r.:1 marc~uJo radi;ic11va.n1cntc. Fn la Figura 13 ~e 

observa 4uc cxi~tc 1.1 hihnd.1cú1n :<.~>lo t:llntra ,·\.DSc pnn.cntcntc de CJC~ embrionarios control 

incubadl>S por 5 hor.L.'i. 1Carril ~). m;í~ no cmllra :\.D;-..;c .Je t:jcs cmhnonarios imbibidos con 

B..-'\.. como era de esperarse La h.u1..J.1 l.":orn:~pt.in~c .11 t.:.un..1fltJ c..:;pcr..ido. aunque tatnbién 

n~e Wla handa de po-ca intcnsid..id <.k mcnur tan1~u)<.l 

Clonación 

Se clonó la handa c 1 ya t.lUC fut: •.H.¡uc •. ·lla en la 4uc .... e confirmó por ensayos de 

hibridación en RT-PCR ~u cnn1porta1nicnto diferendal. Para la clonación se utilizó 

el plrisn1idn pCRn.t 2.1. y ~u continnaciún ~e puede ohser..-ar en Figura 14. donde se 

corta con Eco RI para liberar al inserto. y cotnparando los ~cgn1cnto:-, rc~ultantcs en 

tarna11o con la rcan1plilica...:ión de t: 1 utili.rada para la ligación. se observa que el 

ADN clonado es prúctican1cntc del rnisn10 tan1a1)0. Fstn se rcali;ró con el fin de 

poder ascgurnr que existe una ~ol;J. handa de reamplificación } además. en 

experimentos a futuro. secuenciar con n1;;iyor fo.i.:ilidad la banda rcamplificada. y de 

esta forn1a poder conocer la naturalc7...a del gene aislado. 
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2 3 

Figura/./. Electrofi;,rc:.'fiS c•n J.:c.·f d.._• .igan'-'" al 1 5 '!;~ ( 'arri/ J E.'fcah•ra de 100 ph. 
Carril 2: Reamplificación de.• 1:, . e ·arril 3 rtd.,·mtdo ai:flaJ~, Je colonia!• el#! E. c.tz1i !tnuF' 

/rurufi1rmad'1."i corhJdo con Eco R / 
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Análisis de Rcsullados 

Los crl!'.a)o~ rcal1/_.1Jo:-. in1cialnt(.."ntt.· fueron dificilcs de estandarizar. ya que se 

tuvieron prohJcn1.1:-. con L.1 pun.:/a del i\.R:-.J. d<.:bidu 0.1 4uc al parecer c.xi.stian residuos 

de Ja C:\:trai.:ción Ud .·'\.R:'\:' '-J:UC 1nhib1an a la polin1crasa lTaq). como podrían ser 

producto:-. <le u~ic.faciún Ud ft.:noI. Por lo antcnor se carnhió a h1 LL(JNGASEn.t que es 

una comhinadún de ~ polarncra~as. la polirncra~a clúsica. Tm.¡ y otra polimcrasa de 

P_¡,·rucoccu .. 'i ·'P. la:-. 4uc junta:-. d.tn rna~or rnlcc,i\.idad (ticmpo que dura la 

polimcrasn unida al rnoldc ck :\J):--.;};.. pcrn1111...·n nhtt..·ncr ~cg1ncntos n1ayorcs en la..s 

reacciones de: P< "R~ < .. k t..•.sta 111ancra p~lrct.:c -;e que rc:Jucc la inhibición por los 

residuos de la cxtr~ . .11.:i...:ion c..·n el AR~. 

Con10 :-.e pucd..: apn:ciar en Ja f:encralidad de- lo~ cn~ayos. ~e tienen varios 

controles; contra ..:(•nl~irn1n~1~i,1r11..·.., di: AIJ~. contra expresiones no rcpctitiva..'i. 

contra lo~ prohlcrna~ inhcrcnlc~ de la rcai...:i...:íon en caJcna de la pnlin1crasa por sus 

propias variables .. ·\.1..!t.:rnús. para cnn1plc:L:tr los c..•nsayn~ de .. DitTcrcntial Display·· se 

tienen que i...:ontirrnar la ..... hJnda.s <lifercrn . .:ialc::-. con cn:-.a: ns ..:nmo el Nonhcm blot. y 

en ocasiones ..:on cn'.'oa:o~ de protecc..·1ún a nw . .:ka~a CRP.-\.) 1..1uc ~nn n1ás scn~iblcs que 

el Northcm hlc1t. para pollcr ..:orroh(>rar la c:-...pn: .... 1ún gcn1c.:1. J_o anterior parece un 

proceso dificil por la n~11uralt:.t:a de ..:ada uno de In~ cn~a:o'.'o. pcrn esta rnctodologia 

fue planteada por :-.U'.'- c..·rt:adore!-. conh> un 1111...~todo rna .... tJ..:il 1..k detc..:ciún de genes 

expresados difcrencialn1cntc. c..¡uc la hihri<lai.:iún ~uh...,tradi\. a. : a c..¡uc la hú!>qucda es 

más eficiente y puede amplificar difcrcni.:ias rniním-.1s 1..h: cxpn.::-.iún; a su vez. esta 
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última caracteristica es tan1hiCn una de tas causas por las que los ensayos normales 

de Northem blot no siempre dnn resultados positivos para los ADNc ablado!t.. El 

ensayo de ""DitlCrcntial Display•· reduce tiempos de experimentación comparándolo 

con la hibridación sustractiva <Zúñiga·Agular et al. 1995) y hace má.' focil el 

aislamiento de AI)Nc diferencial. motivos por los cuales se pretendió cstandari/...ar 

esta tCcnica y utilizarla en la t-iúsqucda de diferencias de expresión. I~sto ohli~a a 

mnnejur el ensayo de ""l:>iffcrcnti:il Display .. con n1ucho cuidado. hasta determinar 

con exactitud di fcrcncia.s de expresión y tratar de extrapolarlas a genes con1plcto<., 

relacionándolos con su función. y concluir con h1 confinnación de la expresión 

diferencial que detecta_ 

ReanrplifiL·acione."'i 

El muestreo inicial de las n:an1plificaciones de los ADNc parece indicar que 

existen 13 ADNc que son cstimulado<i y 6 que ~on reprimidos por HA. Corno ~e 

puede obscn:ar. alf!unas de las rcarnplific:¡1citmcs de los AD~ co1nplcn1cntarlo:-.. 

pueden producir mas de una handa <le.· diferente tamai"iio. lo cual podria pan.:i.;cr 

inconsistente con la técnica. pero no lo cs. ya \.lUC no se sabe si son varia..' o sólo una 

posible forma de alincarnicnto de los echadores; es decir. que en el mismo AD~c se 

puedan alinear varias VC'CCS los cebadores. con la posibilidad de n.:arnplificar varios 

trunaños de el mismo AD~c. En estudios de rctinan1icnto del ""DifTercntial Displa~ ··. 

Liang y Pardee, recomiendan que solan11.:ntc ~e rcamplifiquen fragmentos de: AD~c: 

de tarnaf'lo mayor a 500 ph. ya que si son menores se hace n1;:b dificil su 

comprobación por Northcm hlot (Liang y Pardee. 1995). lo que puede explicar los 

experimentos fallidos en este ensayo. al ser pocas las bandas rcatnplificadas 

obtenidas con ta.Jnai\os mayores a los 500 pb. Pero corno no se sabe si es una. 

algunas o todas las bandas que aparecen en las rcamplificaciones las que son 

so 



A.ntllisis de Resultados 

diíercnciaJcs. se deben utili7...ar todas. por Jo que se recomienda clonar las handas 

nntcs de corroboradas por otras n1crodologías. Aunado a esto, es de esperarse que la 

tCcnica de ·•nitTcrcntial Dispfay" n.:a1nplitiquc mcn .... ajc .... n1uy poco c:xpn:sadPs, es 

decir que se encuentran en cantidades 1nuy pc..·qucr''la_'i en el ARN toral dd eje 

embrionario. y que al tratar de ser cnntirmado:-. por Nl1Mhcrn hlol pudieran producir 

una hibridación suficiente para impnnlirse en b plac;1 aworradin¿.::ráiic;i. Como un~ 

solución alterna al prnhlcn1a e.le.: continn;H.:iún de 1ncn .... ¡1jes _..,e rcali7...aron 

hibridaciones cnntr;i RT-PCR nP r~1diacti\o. Jo que sc explica n1á..,, adelante. las 

cuales han dado resultados positivo~. f Tna técnic~1 inno\·;uJora p¡lJ"a Ja confirmación 

de i\.DNc Ct)nsidcradn:-; d1fi.:rcnciaJcs e:-. el cn:-.ayo de protección a rihonuclcasa 

{RPA) por n1cdio dcl cual se pueden dctcctar c..·anti<Jadc5 de ARN n1cnorc.s a 7 ng 

(Phanningcn, l 996). cJ i:uaJ nn ht."nH>S n:aJi;r ... ,do aún, pero que se pretende 

estandari:r .. .ar en estudios de scguimit.·nto a Jns t\.DNc difrrencialc:-. aislados. que no 

han sido confinnado:-.. 

Soutltern blor 

El resultado de la hibridación del ADNc (a) contra ADN genómico cortado con 

enzimas de restricción indica. en primer lugar, que en cJ genoma sí existe Ja 

secuencia complementaria. ya que Ja hibridación se realizó a temperatura alta (60 

ºC) y con lavados muy astringentes a Ja misma temperatura y de haja tUcrza iónica; 

y en segundo lugar que existe una sola copia del gene que cstri codificando para (a), 

ya que es muy dificil 4ue se encuentre mas de un sitio de restricción en el gene 

utilizando varias enzimas de restricción. 

Este ensayo en realidad no confimia la presencia diferencial como ARNm del 

A.DNc aislado. pero si permite saber que Ja contraparte del mensaje existe en el 
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gcnomn y que no es un artificio. Los ensayos de RPA nos pcnnitinín dctcnninar la 

posible expresión diferencial del n1cnsajc a lo largo de la gcrrninadón. 

llibridación por RT-rc·R no radiac:tb·o 

La hibridación ohtcnida en el RT-PCR frio de 1: 1• confirn1a al meno~ 

parcialmente la existencia en el ARN total de 1naiz de este ~cgmento. y que se 

dcs.."lparece con la adición exóg.ena <lt: BA. 1 doblete que se produce con la 

hibridación. puede dchcr:-.e a 1oarias posihilidadc:-. de alincarnicnto del cebador, como 

se observa al obtenerse una sn)a hand<1 en la rcan1plificación )' corroborase en la 

clonación. ()trn posibilidad que quedo dcscan;1da. es la de que se cortara la banda 

del gel de acrilamida de una n1ancra crrúnea y no fuera difcrendaL por lo tanto, la 

hibridación en Southcm hlot del RT-PCR debería dar una hibridación parecida en 

ambos tratamientos (control y con Bi\ ). l·.sto no fue a.si, ya \.lllC lo que se observa en 

el ensayo de hihrida.ci<'"in corn:spnndc al cornpnnarniento diferencial del ...-'\.DNc 

(Figura 13)_ La. clonación dej:.t ver la h;:in.Ja del 111isn10 tam:u1.o al rcarnplificado. con 

un ligero ¡1unu:nto de tan1ai'!.ll ( I0-~0 ph) por In~ "itios dt: C\lrh: de Eco RI dentro del 

plásmido. lo cual indica que se ohticnc un solo segmento de ADNc. Seria 

conveniente demostrar la expresión diferencial dd scgn1ento de ADNc clonado a lo 

largo de la germinación. en presencia o ausencia de fitorreg.uladorc~. 

Esta técnica de confirmación ha dado hucnns resultados en general en el 

labora.torio. ya que si el ARNn1 que se amplifica por .. DitlCrential Display .. es poco 

abundante. la hibridación por RT-PCR no radiactivo nos pcm1itc identificar ese 

ADNc. Por cuestiones de ticn1po no se pudieron confinnar más ADNc diferenciales 

por esta técnica. pero aunado a los estudios de RPA. que se piensan in1plcni.cntar. se 

realizaran p_ostcrionncntc estos ensayos de cada scgn1cnto di fcrcncial restante 

considerado significativo. 
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C:~LUSIC>~S 

O Con las combinaciones de ccbadon:s utilizadas, el ensayo de RT-DD muestra al 

menos 19 precursores putativos (ARNm) de ADNc, de los cuales 13 podrlan ser 

estimulados y 6 reprimidos por Ja acción de BA. 

O La secuencia del ADNc (a)~ existe en el genoma de maíz y se observa como una 

sola copia dcJ gene. con las enzima.e; utilizadas. 

O Los experimentos de RT-PCR muestran que el ADNc c 1 n:conocc al menos 2 

ADNc que son amplificados mediante estos ensayos. cuyo mensaje podría 

desaparccc::r a las 5 horas de germinación con BA. Esto indicarla que este gene es 

regulado negativamente por la bcnciladcnina. 

O Fue dificil la comprobación de Ja existencia de mensajes diCc.n:nciaJcs obtenidos 

por ~Diffcrcntial Display" por Northcrn blot. debido pn>bablcrncnte a la baja 

rcpn:scnlación de tales mensajes en el total del ARN. 

53 



Conclusiones 



Apéndice 

APÉNDICE 

Soluciones : 

.lQX .EGE.Il (Amulli¡;uaili>.r tll: C=llila <:n ~ ili: l'.l.lJ::mal<l.ctúdo) : MOPS 0.1 M, 

Accraru de Sodio ..tOrnM )' 5mM EDTI\ pi 1 ~S. f)isnh:cr 20.6g de MOPS (Ácido 

J-{N-Morfolin) prop~1nosuJfi»nico) en XOOnll. de..• acetato de sodio 50mM libre de 

RNa.'>a. ajust¡1r c:I pfl a 7.0 con Na(>lf 2N. Agregar JOrnL de EDTA 0.5mM 

pH=S.O libre de RNasa. Aforar n 500 n1L con agua hidcstilada libre de RNasa. 

Estcrili;.io..ar la solución por tiltraciún con a través de un fillro l\.1illiporc de 

0.2µm de poro y guardar a 1crnpcratura an1hicnrc protegido de Ja luz. 

~ Amoni¡.:undpr ..1. : 300 m.._1 Tris-S0-1 pi f-c--·Q. J, 90 m\.f (~l f.d:SO .. y 5 m"-1 ~t~so ... 

~Amoofr11gdor ll: 300 m.._1 Tris-SO.c plf=""'9.J. 90 m .... 1 c:-.:JJ4 hS04 y JO m!>..f M~S04 

Amortj¡:uador ~ ~ s.k Sccrn.·nrjaci\lo · Fonnamid.:i 95~ó, Xilcn-Cianol 0.25 º/o y Azul de 

Bromofenol 0.25 º/o. 

Amortj¡:uíldpr W: Extracción: JOOn1f\.f Tris-lJCI pll=8.0. 50mM EDTA. SOOmM 

NaCJ. 1 OmM P-Mercaproctanol, J .3°/o SDS. 

Amoni,iUAdor ~ AB : 4 µL de SX Amortiguador A y 6 µL de 5X Amortiguador B. Con 

una concentración final de Mg2
• de 0.333 m!"..t. 

EGLll (Amortj¡:uador <k Cw::ga <:n QJ:l <k ForoJaldcbjdo) : 50% de Glicerol, EDTA 

J mf\..f pl-1=8.0. Azul de BromofcnoJ 0.25~'0 y Xilcn Cianol aJ 0.25%. 

55 



Apéndice 

li:Q Lilin:: <11: RN.a:;¡¡ : Se agrega 1 mL de DEPC a 1 L de ,\gua Bidcstiladn y 

desionizada. se: agita por toda la no(.;hc c:o,.tcJ"ili:r ... a J 5 min a 20 Jb2 en 

AutocJuvc. 

Media LB: 1.0 ~-o de Triptona. 0.5 ~O de extracto de levadura y 1.0 % de NaCJ a 

pi 1=8.0. Para n1cc.Jio sólido agregar 15 g/L de agar-agar. 

~ SO.C: 2 °/ó de Triptona .. 0.5 '?.ó de extracto de lcva.du~ JO mM NaCI. 2.S mM KCI. 

1 O m.'-t J\.'fgCl~. 1 O mM J\.f~S04 y :!O mM de glucosa . 

.scl.l.H:i.ánl: Glucosa 50mm, :!.5 rnn1 Tris-JICJ y JO mm EDTA pll=8.0 . 

.scl.l.H:i.án ll: 0.2 n NaOl I y l ~á de SDS. 

~ lll: 60 '!·"O 5 rn KAcO, 1 J .5 %1 de Acido Acético Glacial y 28.5 ª/o de Agua.. 

Sol.w:llm DLI. ~ M : Se disuelven 5.6 mg de N•-bcncifadeninn (P.M. 225.3 g/mol) 

con 1 mL de NaOl 1 0.1 N. y se uforan a 25 rnL con Agua bidestilada y 

desioniz.ada. 

Snl..w;lim ~ : Se prepara de la misma fOrrna que In BA 1 o·l M pero sin agregar 

BA. 

Solw:itm <!<: lmbjbjcjón: 50 mM Tris-!ICI pH~7.6. 50 mM KCI. 10 mM MgCl2. 2% 

sacarosa. 10 µM cloramfcnicol y BA 10·' M o su equivalente de solución 

control según el tratamiento. 

Snl..w;lim .d..c: Prcbjbrjclacjóo : J 50 m~f Na! 12 PO.a. J 50 rnM.Na2 HPO.a• 7 º/o SOS. 1 mM 

EDTA pH~8.0. 

SIE ó IE : 1 O mM Tris-HCI. 1 mM EDTA y 100 mM NaC! pH ~ 8.0. 

IAE ~ : 2 M Tris-Acetato y 0.05 M EDTA pH~8.0. 

56 



Apál<lice 

IAE:LJl 6X: TAE 6X. Glicerol 30 •/e. Xilcn-Cinnol 0.25 o/o y Azul de Bromofcnol 

0.25 °/ •. 

IIlE .íX : 0.45 M Tris-Borato y 0.005 M EDTA pH~s.o. 
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