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I. RESUMEN

La Fostoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) cataliza la fijacion del €O, en
fosfoenolpiruvato (PEP) para formar oxaloacetaio y fosfato inorganico. La PEPC es una enzima
importante por que se encuentra implicada en la fijacion del CO, en ptantas y algunos otros

organismos. El producto de esta enzima tiene una funcion bolica que depende del tejido y

del tipo de planta (Mark, 1986). En plantas superiores con fotosintesis de tipo C3, como es el

caso del frijol, la PEPC juega un papel muy importante como proveedora de compuestos de

cuatro carbonos que se introducen al ciclo de Krebs (funcion plerética), los les pasan a
formar parte de los aminoacidos (Andreo er a/.,1987, O’'Leary, 1983). También se ha
demostrado que la enzima PEPC presenta una alta actividad en vaina de frijol, correlacionada
con las condiciones que operan dentro de ésta: altos niveles de CO,, niveles relativamente bajos
de clorofila y una penetracion restringida de la luz a través del pericarpio. Sin embargo, la ruta
por la cual se lleva a cabo la reasimilacion del CO; en vaina no es clara. En el laboratorio
donde se realizé este trabajo se estudia la fosfoenol-piruvato carboxilasa de frijol para entender
su regulacion y su expresion genética. Los objetivos del proyecto global son analizar la
secuencia de la PEPC de frijol, sus regiones reguladoras y determinar el numero de genes que
codifican esta enzima. para asi poder comparar el grado de identidad que existe entre la enzima
de frijot y otras PEPC descritas. El objetivo de este trabajo, inserto dentro del proyecto global,
fue aislar clonas de cDNA que codificaran 1a PEPC de vaina de frijol, realizando escrutinios de
una biblioteca de cDNA de vaina de frijol de siete dias después de la floracion, construida en

AZIPLOX por E. Hernandez (1995). Este tipo de bibliotecas construida en el fago lambda,

conti en su ia un vector plasmidico multifuncional, el pZL1, que puede ser escindido
in vivo y ser propagado y analizado en bacterias. Se llevaron a cabo dos escrutinios con varias
rondas de purificacion. El primer escrutinio se realizé por hibridacidon convencional de placas
partiendo de 300,000 fagos recombinantes. Se utilizod una sonda homologa (pPvPEPC) marcada
radiacti con un fio de 650 pb la cual habia sido producida por PCR y clonada en el

vector pTZ18 en el sitio romo dado por Sma Y y en el otro sitio de restriccion introducido Bam
HI Ayala (1995). Después de varias rondas de purificacion se aislaron dos clonas positivas

cuyos insertos hibridaron con la sonda homodloga. La secuencia de estas clonas no mostré



homologia con la PEPC de ninguna especie. Para realizar la primer ronda del segundo
escrutinio se utilizo la técnica de PCR. El DNA cluido de filtros levantados de cajas con
400,000 placas fue sujeto a un analisis por PCR empleando primeros para un fragmento de 650
pb de la region de union al substrato de la PEPC. De este escrutinio resultaron varias cajas
positivas, las cuales fueron posteriormente analizadas por hibridacidn convencional. De este

escrutinio se aislaron varias clonas positivas las cuales fueron purificadas a través cuatro ronda
ivas han sido escindidas /7 vive y su inserto ha sido

de purificacion. Estas placas posi
demostrado que se une a la sonda de PEPC de frijol. Estas clonas han sido mantenidas para su

se realizé un analisis de tipo Northern para determinar los

posterior seci ion. Tambié
niveles de expresion del mensaje en diferentes tejidos de la planta de frijol y durante diferentes
de un je de

momentos del desarrollo de la vaina. La sonda empleada permitio la d;
aproximadamente 3 kb en tallo, hoja y vaina, pero no en raiz. En hoja,
mayoritariamente expresado, parece ser liger: mas pequeiio, observand: también una
banda de muy ligera i idad, que pr un mayor tamaiio. En tallo la intensidad de la

banda es muy ligera, casi imperceptible. En vaina se observa la mayor cantidad de mensaje
idad dismimuye per do casi

el mensaje

presente a los sicte dias después de floracion (ddf), esta
estable hasta el final del estudio (28 ddf). Esos resultados, comparados con los de actividad de
PEPC de vaina, pr por Delgado (1992) di que muy probablemente estén
funcionando distintos niveles de control de la expresion genética a lo largo del desarrollo de la

wvaina. Al inicio del desarrollo, el control transcripcional es el mas evidente, mientras que en
1, podria ser el principal punto de

estadios posteriores, el control trad ional o post-tradi

regulacién de la actividad de Ia enzima en vaina de frijol.



111. REVISION DE LITERATURA

.1, Funcion de ia fosfoenolpiruvato carboxilasa
La PEPC cataliza la B-carboxilacién de PEP para producir oxaloacetato (OAA) y fosfato

inorganico (O Leary.1983; Andreo ¢r au/., 1987). La reaccion es esencialmente irreversible. La
enzima requiere HCO', para su activacion, in vivo es dependiente de cationes bivalentes,
preferentemente I\Ig,z'. pero in vitro puede utilizar Mn?* o COY (O’Leary, 1983).

Aparte de la asimilacion fotosintética del carbono, se han atribuido otras funciones a la
PEPC tales como. proveer de compuestos de carbono al ciclo de Krebs (funcidén anaplerotica)

los cuales pasan a formar parte de aminoacidos, generacion de NADH, refijacion del CO,,
idos y imiento del pH/electroneutralidad

asimilacién de nitrogeno, sintesis de ami

(Tirumala y Raghavendra, 1992).

.2. Isoformas.
Actualmente se conocen tres isoformas de PEPC en plantas superiores las cuales se

clasifican como: forma fotosintética C4, forma CAM y forma C3. La isoforma de tipo C4

cataliza la fijaciéon del CO; en la primera reaccidon de la llamada ruta C4. La existencia de esta
via metabdlica reduce la pérdida de energia originada por la fotorespiracion, la cual ocurre en
plantas C3, y explica los altos rendimientos obtenidos en plantas C4 cuando son cultivadas en
idades lumi La isoforma CAM tiene también una

climas con altas peraturas e i
funcion de tipo fotosintético. Esta presente en plantas de tipo CAM las cuales son plantas de
clima desértico y presentan su fijacion de CO, durante la noche, cuando la planta abre sus

estomas, evitando asi la perdida de agua (Osmond, 1978, Hatch, ¢ a/., 1987). El malato

> producto de la actividad de PEPC, es empleado como

producido a exp del oxalc
donador de carbono durante la fotosintesis que se presenta durante e! periodo luminoso. Por
ultimo la forma de PEPC no autotrofica, de tipo anaplerotico tiene un papel muy importante en

el ab imiento de ¢ os de cuatro carbonos al ciclo de Krebs, lo cuales pasan a

constituir aminoacidos (O'Leary, 1982; Andreo e¢f al/., 1987). Esias isoformas se distinguen

ademas, por sus propiedades cromatograficas, inmunologicas y cinéticas.




En hojas de sorgo se presentan dos isoformas de PEPC, una forma que ocurre en hojas
etioladas, la cual presenta caracteristicas tipo C3 mientras que la forma presente en hojas verdes
Mmuestra propiedades cinéticas y regulatorias de tipo C4. No existe interconversion entre estas, lo
que indica que cada forma es codificada por un gen diferente. Tres diferentes isoformas han
sido detectadas en hojas verdes, hojas etioladas y en raiz de Zea mays ademas de que cada una
se encuentra codificada por un gen (Hudspeth and Grula, 1989, Schaffner and Sheen, 1992). El
hecho que se presenten isoformas multiples de PEPC sugiere que uno de los eventos mas
importantes durante la evolucion de las plantas C4 fue el desarrolio de un mecanismo
regulatorio para una expresion diferencial y especifica de los genes de PEPC (Shaffner and
Sheen, 1992)

HL3. La {{ Ipiruvato carboxil de vaina de frijol.
La planta del frijol (haseolus vulgaris L.} ha sido clasificada dentro de la familia de las

leguminosas y en México es una de las especies ecc i mas importantes porque su

semilla es consumida por gran parte de Ia poblacion. Debido a que la semilla posee un alto

[~ ido de protei es una alternativa en la poblacién mexicana para completar la

racién de aminoacidos indi ble en la ali iG

Flinn e¢f al. (1977) observaron en frutos de leguminosas, que la vaina contribuye con
aproximadamente un 10% al carbono de la semilla a través de la fijacion del CO; respirado, lo

sdad id

cual es una

able to do en la produccién total. Al analizar la fijacion
del CO; por medio de las enzimas fijadoras RUBISCO y PEPC en diferentes frutos, se observo
que muy poco CO; atmosférico es fijado por medio de la RUBISCO, en retacion con 1o que
fijan las hojas (Blanke and Lenz, 1989). En un trabajo realizado por Delgado (1992) en frijo!l,
observd que la actividad de la PEPC se localizaba en mayor cantidad en tejido interno de la
vaina, la alta actividad de la PEPC esta relacionada con las condiciones que operan dentro de la
vaina tales como: altos niveles de CO,;, niveles relativamente bajos de clorofila y una
penetracion restringida de la luz a través del pericarpio. Esto apoya la hipotesis de que esta
enzima juega un papel importante en la reasimilacion del CO; respirado por la semilla, el cual se

acumula en la cavidad de la vaina. Por otro lado, al proporcionar a la vaina CO, desde su



cavidad interna observé que aparecian marcados los compuestos sacarosa, glicina, serina,
almidon, aspartato, glutamato y glutamina. Esto indica que ¢l CO; se esta fijando cn el tejido
interno de la vaina y que los esqueletos carbonados estan siendo utilizados para la sintesis de
almidon y aminoacidos (Delgado, 1992)

Las caracteristicas cinéticas de la PEPC de fruto dificren de la PEPC de otros modelos.
Esto ha llevado a proponer que cn frutos esta ocurriendo un tipo de fotosintesis caracteristico de
este organo el cual llamaron “fotosintesis de fruto™ (Blanke y Lenz, 1989). Sin embargo, hasta
la fecha no se ha definido si realmente la PEPC de fruto esta funcionando fotosintéticamente. El
hecho de que esta enzima tenga un papel anaplerdtico importante en algunos tejidos hace

suponer que €sta podria ser su principal funcién en este organo.

L4, Genes de ia PEPC

Gran parte de los estudios en plantas estan enfocados al analisis del papel de PEPC en
especies C4 y CAM conociéndose muy poco acerca de la PEPC de plantas de tipo C3.
Recientemente se han logrado aislar clonas de DNA compl oy Gmicas que codifican

a la enzima de especies C4, C3 y CAM asi como de formas procarioticas (Tabla 1).

Todas las

de aminoacid de PEPC de plantas superiores y formas

procarioti en este estudio se encuentran en los bancos de datos (Swissprot,
Genbank, etc).

La PEPC-C3 esta compuesta de 967 aminoacidos en Glycine max (Sugimoto et al.,

1992), 966 en Medicado sativa (Pathirana et al., 1992), 964 en Ni 7 b (Koi iet
al., 1991), 956 en Solarnum (Merkelbach ¢f al., 1993), 967 en Flaveria trinervia (Poetsch et al.,
1991), 966 en AMfe b hemum cry lii (Cush: el al, 1989), 960 en Sorghum

villgare (Crétin et al., 1991) y 970 en Zea mays (Kawamura ¢/ al., 1992).

En la Tabla 2 se muestra una comparacion de secuencias de aminoacidos de distintas
PEPCs. En las secuencias de PEPCs de formas eucaridticas y procaridticas hasta el momento
analizadas, se han encontrado regiones altamente conservadas que estan involucradas en la

union a PEP y en la actividad catalitica (Jiao er a/., 1991).



HLS, Impos

de las técni de Biolog

molecular en el aislamiento de genes

Dentro de las ciencias modernas un area muy importante que ha generado grandes

avances es la Biologia Molecular (Schuler y Zielinski, 1989). Una de sus aplicaciones es la

Ingenieria Genética la cual es un conjunto de técnicas con las que se realizan manipulaciones

Tabla 1. Especies en las que se han caracterizado clunn; gendomicas y de cDNA de
PEPC.(Tomado de Ayala, 1996)

Especie analizada Formas de PEPC ClonaGenomica Referencia
Tejido analizado o cDNA
Glycine max C3 (semilla) gmpp 16 Sugimoto er al. (1992)
Medicago sativa C3 (nédulo de pPEPC-61 Pathirana ¢r al. (1992)
raiz)
Nicotiana rabacum Cultivo celular pT301 Koizumi ez al. (1991)
Mescembryanthemum C3 (hoja) AMC4C Cushman er al. (1989)
crystallinum
Flaveria pringlie C3 (hoja) pcFppc Hermans y Westhof¥ (1992)
Saccharum hibrido C3 (hoja) scpepcD1 Albert et al. (1992)
var.H 32-8560
Sorghum vulgare C3 (hoja) CcP28 Crétin er al. (1991)
Zea mays C3 (hoja) pepcZm-2a Lepiniec ¢f al. (1993); lzui et
al. (1992); Schaffner y Sheen
(1992)
C3 (raiz) pepcZm-3 Kawamura er al. (1990);
Schaffner y Sheen (1992)
Mesembryarnthemum CAM(hoja) AMCAC Cushman et al. (1989)
crystallivnem
Zea mays C4 (hoja) pepcZm-1 1zui er al. (1986); Hudspeth y
Grula(1989); Yanagisawa y
Izue (1989)
Sorghum bicolor C4 (hoja) CP4a6 Crétin ef al. (1990), Lepiniec
et al. (1992)
Flaveria rinervia Ca (hoja) pcFtppcl-1 Poetsch ef al. (1991)
Anacystis nidulans Procariotica .- Ishijima er a/. (1992); Katagiri
et al. (1985)
Anabaena variabilis Procaridtica - Luinenburg y Coleman (92)
Escherichia coli Procariotica pLC20-10 Fugita ef al. (1984)
Corynebacterium Procariotica pUC-pp2 Eikmanns ef al. (1989)
glutamicum




la 2. Comparacion de secuencias de acidos de diferentes PEPCs. Los valores
el por aje de identidad determinado por el alineamiento mas favorable
vu!nalmenle para cada caso mediante ¢t programa GENETYX. Glycine max (Gw).
b, m (Nt), M b n cry Hinum (Mc), Sorghum vulgare (Sv) y

Zea mays (Zm). Isoforma C3 (CS). Isoforma C4 (C4). Tabla tomada de Sugimoto ¢ al.,

1992.

Especies GmC3 Nt C3 Mec C3 SvC3 McCAM SvIL2C4 ZmC4

SvLI C4 71.6 71.8 72.6 72.8 703 74.6 86.6
ZmC4 78.8 77.4 78.9 78.5 75.7 70.0

SvC4e 83.7 82.4 83.6 84.5 80.3

Mc CAM 81.8 81.4 82.6 84.0

SvC3 87.1 86.7 86.2

McC3 86.9 88.3

Ne C3 87.6

sobre e! DNA. Esta disciplina se encarga de aislar genes, conocer su estructura y, por ultlmo, de

introducir el gen “purificado™ y eventualmente modificado en células de un or >

al de origen (Davis, 1987).

La manipulacion genética se define como la formacion de nuevas combinaciones de
material heredable por la insercién de moléculas de dcidos nucléicos (producidos por cualquier
medio fuera de la célula) en algun virus, plasmido bacteriano o algin otro vector que permita su
incorporacion dentro de algun organismo hospedero en ¢l cual no exista naturalmente, pero en
el que sean capaces de continuar propagandose (Old y Primrose, 1989). Una de las principales
aplicaciones de 1a tecnologia de clonacion de DNA es el aislamiento de genes especificos de un
organismo. Cuando éste es una planta superior o un animal vertebrado, la tarea de detectar un
gen especifico para aislarle puede resultar extraordinariamente dificil, considerando que el
genoma de las plantas tiene un tamafo que oscila entre 10" y 10'° pb y un gen individual abarca
en promedio, de 3000 a 5000 pb de DNA.

Una de las técnicas importantes que ha permitido el desarrollo de la Ingenieria Genética

es la construccién de bancos o bibliotecas de genes. En estas bibliotecas se encuentra reunida la



informacion genética de un organismo dentro de unos pocos centenares de miles de fagos o
plasmidos. Las bibliotecas de cDNA son una herramienta basica muy Otil cuando se requiere
aislar un gen quc se encuentra expresando en ciertos tejidos y en cierto periodo de desarrollo. El
€xito en el aislamiento del recombinante deseado de una poblacion de bacterias o fagos depende
en gran parte de las estrategias de clonacion y de sondeo empleadas. Una vez encontrada la
clona recombinante el siguiente paso es la secuenciacion del gen, la cual dara informacidn del
tipo y nimero de aminoacidos, las regiones reguladoras importantes, los extremos 5° y 37, etc,
En base a un alineamiento de esta secuencia con secuencias reportadas se puede comparar el
grado de homologia existente entre esta proteina y otras descritas previamente. Por otro lado,
también en base a la secuencia, se pueden conocer los diferentes sitios reconocidos por las
enzimas de restriccion y realizar un mapa preciso de restriccion del gen aislado. La informacion

de la secuencia es un prerrequisito para poder pl una ipulacidon sub ial del DNA.

E!l aislar y secuenciar un gen permite la posibilidad de manipular ese gen produciendo

que, en e} caso de especi les, pued plearse con miras a un

2§ iento genético para

Cr el rendimi > en la produccidon de semillas o frutos y
la resistencia a plagas y enfermedades (Tempe y Schell, 1987). =
11L.6. Tipos de bibiotecas

La construccion de bibliotecas de genes representa un método de gran utilidad para
cualquier investigador que esté tratando de esclarecer e! papel que algin gen este desempeiflando
dentro de algun organismo.

De manera general existen dos tipos de bibli i usadas:

Bibliotecas genomicas. Se construyen a partir del DNA total de un organismo. Este
DNA se digiere con endonucleasas de restriccion y los fragmentos son clonados en un vector
seleccionado. La biblioteca debe contener un numero abundante de clonas recombinantes para

que exista la posibilidad estadistica de que todos los genes se ency an repr d

Bibliotecas de cDNA. Se parte del RNA mensajero que se encuentra presente en algun
tejido o tipo de células especificas y unicamente contiene copias de los genes que se encuentran

expresados activamente en ese tejido en particular o tipo de célula (Brown, 1991). Estas



formacioén de puentes de hidrogeno entre las bases complementarias, generando hélices dobles
de DNA, RNA ¢ hibrido DNA-RNA, bajo condiciones de temperatura y fuerza ionica adecuada
(Wahl ¢r al., 1987).

Las técnicas de hibridacion de acidos nucléicos constituyen una poderosa herramienta
para la deteccion de cantidades sumamente pequefias (del orden de picogramos) de una
secuencia dada, en una mezcla compleja de DNA o RNA. Estas técnicas se basan en el uso
léico que sea homaologo (parcial o

como “rastreador” o “sonda’ de un frag de acido nt
1 io) al de DNA o RNA que se desea identificar en la mezcla.

total
p

Para esto la sonda debe ser marcada ya sea radioactivamente con *?P o con medios no

radioactivos.

1.9 Tipos de sondas
Para facilitar el escrutinio por hibridacion con acidos nucléicos, es muy util contar con

una sonda homologa, es decir que el DNA sea de la misma especie. Sin embargo, se pueden

-usar sondas heterologas que presenten una aita homologia con la secuencia que se esta
buscando.

Por otra parte si no se cuenta con una sonda homoéloga, esta puede ser obtenida por
amplificacion, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de un fragmento de
DNA a partir de DNA gendmico o cDNA. Con este objetivo, se diseilan oligonucléotidos

complementarios a las regiones mas conservadas del gen que se quiere aislar.



IV. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

En base a los antecedentes mencionados en los puntos 1111, 111.2, I11.3 v 111.4 en el
Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de la UNAM, se ha iniciado una linea de
investigacion en la que se plantea estudiar la Fosfoenolpiruvato carboxilasa de frijol desde el
punto de vista de su regulacion y expresion génica. Este proyecto tiene por objeto determinar et
numero de genes que codifican a la PEPC en vaina de frijol, analizar su secuencia y sus regiones
reguladoras, asi como comparar ¢l grado de homologia existente entre ésta y otras PEPC descritas.
Parte de esta informacion podria dar indicios para proponer cual es la ruta metabolica gue sigue el
CO; fijado en el tejido interno de la vaina de frijol.

Los avances logrados hasta ahora en esta linea de investigacion han mostrado que la
actividad de l1a PEPC en vaina de frijol disminuye a partir de los 14 dias después de la floracion
(Delgado, 1992). En base a esto, se decidid construir una biblioteca de cDNA de vaina de siete
dias después de la floracion en DNA del vector lambda de tipo ZIPLOX (Hernandez, 1995). Este
vector pertenece a una nueva generacion de vectores en la cual la manipulacion de los genes
clonados se hace mas facil ya que este DNA de lambda contiene un plasmido con un origen de
replicacion bacteriano funcional. Este plasmido bacteriano se puede escindir /n vivo en una cepa

bacteriana adecuada para tal efecto. Esto permite la “subcl ion atica™ del cDNA aislado.

Al analizar los tamaiios de los cDNAs clonados, se observd que estos variaban entre 1 y 7 kb lo
que es un indicio de l1a buena calidad de la biblioteca.

4

Por otra parte,

el pleo de la técnica de PCR, se construy® una sonda homdéloga
de PEPC dec vaina de frijol utilizando el cDNA de la biblioteca como molde (Ayala, 1995).

Como primeros se emplearon oligonucleotidos d ados correspondi a sect ias que

flanquean la regidén mas conservada del gen. Esta region se determind al analizar las secuencias
de diferentes genes PEPCs y corresponde a la zona de la enzima que une el fosfoenolpiruvato
(PEP). E! producto obtenido después de la reaccion de PCR presenté el tamaiio esperado de 650
pb, fué clonado en el vector pTZ18 en un sitio romo dado por Sma 1 y del otro lado un sitio de

restriccion introducido Bam HI. El fr. o fue iado completamente para comprobar

su naturaleza la cual correspondia a un fragmento de PEPC (Ayala, 1995). Este fragymento es el

que se empled como sonda para llevar a cabo et trabajo descrito en esta tesis.



V. OBJETIVOS

#) Aislar una o varias clonas que contengan el gen de la PEPC que se expresa en vaina de
frijol a partir de una biblioteca de cDNA.
b) Analizar la expresion del mensaje del gen de la PEPC en diferentes tejidos de la planta de

frijol mediante la técnica de Northern-blot empleando la sonda homaloga para PEPC de vaina.

Vi. ESTRATEGIA METODOLOGICA

Vi.1. Estrategias para realizar el escrutinio

Debido a que nuestra biblioteca de cDNA de vaina de frijo] fue construida en el vector
A ZIPLOX el cual es un vector de expresion, una de las estrategia que podrian ser utilizadas
para realizar el escrutinio de la biblioteca seria por induccién de expresion de los cDNAs

] d d do la pre expresada empleando anticuerpos en contra de la PEPC. Para

llevar a cabo esta estrategia se contaba con anticuerpos en contra de la PEPC de maiz,

donados por la Dra. Rosario Muiloz Clares. Por tal motivo primero se extrajo la proteina

apartir de extractos crudos de frijol, se realizaron pruebas de tipo Western blot para

determinar si el anticuerpo en contra de la PEPC de maiz reconocia la PEPC de frijol. Los

r itad de este alisis son pr dos en la ion VIIL 1. Debido a que ese anticuerpo

no reconocio claramente a la PEPC en extractos de frijol, fue necesario emplear otra estrategia

para realizar el escrutinio.
Para esto, se decidio realizar el escrutinio por Southern blot (hibridacién con acidos

nucleicos). La sonda empleada, pPvPEPC, fue construida por Ayala (1995) empleando la
di dos ifi para una

técnica de PCR. El us6 oligonucledtidos degenerados P
car un frag de 650 pb a partir de la
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region de PEPC altamente conservada y logro plifi
biblioteca de cDNA de vaina el cual fue clonado en el vector pTZ18. La secuenciacion de este

fragmento comprobo que este fragmento era de PEPC (Ayala, 1995). Para este estudio, la
sonda se marcara radiactivamente y se utilizara para realizar el escrutinio.

lel a este alisis se llevara a cabo un escrutinio por medio de la técnica de

P,
Par

PCR. Este método consiste en tomar el eluido de las placas de fagos de cada caja petri y




emplearlo como molde con los oligonucledtidas deuenerados para PEPC como primeros v
tlevar a cabo una reaccion de PCR. La aparicion de una banda de 650 pb indicaria la presencia
de un fragmento del gen de PEPC. Rondas subsecuentes de PCR empleando eluidos de
regiones mas pequefias de la caja permitiran la disminucion del nimero de fagos en donde
habra de hacerse Ia seleccion final de clonas positivas. Las Gltimas selecciones se haran con cl
sistema tradicional de hibridacion DNA-DNA

para poder identificar y aislar clonas
recombinantes positivas de manera individual.

VI1.2. Estrategia para determinar Yos niveles de mensajes de 1a PEPC de vaina de frijol.

Para la realizacion de este anilisis se colectaran vainas de frijol de 7, 14, 21 y 28 dias
después de floracion, de tallo, raiz y hoja. Se extraera RNA total y se separara en un gel de
agarosa desnaturalizante. E] RNA sera wransferido a un soporte solido(membrana nylon)

i pitaridad. Se efe 4 el analisis de los RNAs de PEPC empleando la sonda
pPVPEPC marcada radiocactivamente con “?P y se realizara la hibridacion a 65°C por 20 horas.

Las membranas se exponﬂrén en intensificadores a -70°C con peliculas de rayos X . Se
revelaran las peliculas y se

an los niveles de mensajes de PEPC.



Vil. MATERIALES Y METODOS.
Vii.1. Materiales.

l.a.- Anticuerpos contra PEPC de hoja de maiz (Zva mays) (Donados por la Dra. Rosario
Muiioz Clares).

1.b.-Biblioteca de cDNA de vaina de frijol de siete dias después de la floracién, clonada en el
vector A ZIP-LOX, Not I-Sal 1 Arms (Gibco BRI No. cat

15394-018), con un titulo de
1 .25x10’ ufp/pl

.c.- Tejido de vaina de frijo} de 7, 14, 21, 28 dias después de floracion (ddf), tallo, raiz, para
realizar la extraccion de RNA y hoja joven para extraer la proteina PEPC y también RNA.

.d.- La sonda empleada, pPVPEPC, fué un producto de 650 pb obtenido por PCR el cual esta
clocando en el vector pTZ18R en un sitio romo dado por Sma | y del otro lado un sitio de
restriccion introducido Bam Hl (Ayala, 1995). La secuencia de nucledtidos del fragmento, con

€l prod de trad i6n deducido se aen la Figura 1.

VIil.2. Extracciéon de proteina y Western- Blot

Cuando se desea realizar escrutinios con anticuerpos y si estos no son especificos para la
pecie que se pr d di

. €S COl i reali pruebas con la proteina de la especie
de interés para determinar si la prolcma es reconocida y a que titulo debe emplelrse el
anticuerpo. Por medio de Western-blot pc probar si es factibl il estec po
para el escrutinio de l1a bibli o bien biar de estrategia para realizar el escrutinio.

Procedimiento:

1.- En un mortero se maceraron los extractos con arena de mar y se adiciono el amortiguador de
extraccion (TEA SO mM, EDTA 1| mM, PEG 3 %, PVPP 10 %, $3-mercaptoetanol, Quimiostatin
2 p/ml, Benzamidina 2 mM, PMSF). Se agito en vortex y se centrifugo a 12 000 rpm por 3
minutos y se recupero el extracto. La cuantificacién de la proteina se realizd de acuerdo al
método de Bradford (1976) ’

2.- Se realizd una electsroforesis desnaturalizante (PAGE-SDS) empleando extractos de hoja de

frijol asi como de hoja de maiz como control. Se empleo un gel de poliacrilamida al 12% de



acuerdo al protocolo de Laemmli (1970). El gel de poliacrilamida se lava brevemente en el
amortiguador de transferencia (Tris 20 mM, Glicina 150 mNMN , Metanol 20 %5).
2.- Se recorta una membrana de nitrocelulosa (0.45 pm) del mismo tamafio del gel y se lava con
el amortiguador de transferencia.
3.- A continuacion se prepara el siguiente sandwich:

1 Scotch brite, 3 papeles filtro, | hoja de papel 3MM, Gel (-), Filtro de nitrocelulosa (+),
i hoja de 3MM, 3 papeies de filtro, 1 Scoth brite

Es importante destacar que todos los componentes deben estar bien embebidos en el
amortiguador de transferencia y que no se deben formar burbujas entre ellos. Este sandwich se

monta en el aparto de electrotransferencia y las proteinas se transfieren a la membrana por una

hora a 200V (8 volis por cm?) pl do amorti dor de transferencia.
4.- El filtro con las proteinas transferidas se lava 15 min con TBS (NaCl 0.15 M y Tris 50 mM

pH 7.4) con agitacion constante.
5.- Se incuba con la solucién de saturacion (0.05% v/v Tween 20 y 5% p/v de leche

bi y con agi én

descremada) durante un minimo de una hora a P a
6.- Se realizan dos lavados con TBS durante 15 min cada lavado.

7.- El filtro se incuba con el anticuerpo contra PEPC de maiz a una dilucion de 1:20 en solucién
de saturacidn, en una bolsa sellada y con agitacion, durante la noche a 4°C.

8.- Pasada la incubacidn el filtro se lava con TBS durante 15 min.

9.~ Lavado con TBS con NaCl 1M.

10.- Lavado con TBS normal (NaCl 0.15 M)
das con peroxid en la solucidén de saturacion a

11.- Se incuba con inmunoglobulinas
temperatura ambiente durante 2 h con agitacion constante.

12.- Se realizan dos lavados con TBS por 15 min.
13. - El revelado con e} sustrato insoluble de la peroxidasa se realiza en las siguientes

proporciones: 22 mg de 4-cloro-1-naftol (Merck 11952), 11 ml de metanol, 33 m! de TBS y 44
ul de peréxido de hidrogeno al 30%. El producto de la reaccion (en forma de precipitado azul

sobre la banda de proteina reconocida por el anticuerpo), suele aparecer entre 5 y 30 min.



Los primeros revelados fueron realizados como se describio anteriormente para revelados
posteriores se empled el kit ECL (Amersham), el cual es un método que se basa en la emision
de luz y que se emplea para detectar antigenos especificos, conjugados directa o indirectamente

con anticuerpos marcados con peroxidasa. Con este métado se observo una mayor claridad en
las bandas. Ademas, por di

de este revelado se tiene la vemaja de poder reusar la membrana
después de un lavado para probarse con otra dilucion de anticuerpo, si asi se desea.

GGA AAA CAR GAA GTG ATG GTC GGT TAC TCA GAT TCA GGG ARA

TTC TCA GCA GCG TAG CAG CTA TAT AAG GCT CAA GAG GAAR CTT ATA

AAG TTT GGT GTG ARG CTA ACC ATG TTC CAC GGT CGOC GAT GGA ACT

@ o
TCT CTC CAT GTAG ACA GTC CAA GGT GAA GTC ATC GAG CAR TCA TIT AGG ACC CTG
L L & vV T VvV g @ 8 Vv 1 s Q 8 r = T L

CAA CGT TTC ACT GCG GCT ACT CTA GAA CAT GGA ATG CAC CCA

AAR CCA GAR TGG ©GG GCT TTA ATG GAT GAA ATG GCT GTC ATT

= D
TAC CGT TCA ATT GTG TTC ARG GAA CCA CGT TTT GTT GAG TAT TTIC CGC CAT GCT
L 4 = a x v r = L [ 3 » r v = s r = L kY

ACA CCC GAG ATG GAG TAT GGT AGG ATA AAC ATT GGA AGT

x =
AGG CCT AGT GGA GQGC ATT GAA ACA CTG GGT GCG ATA CCT TGG ATT TTT GCT TGG
[ 3 | ] ] a a b3 = T L » » T 4 - 1 r a -
ACC CAG ACA AGG TTT CAT CTT CCA GTT TGG CTG GGC TTT GGA GCG GCA TTT ARA
T Q T [ r n L P v = n a r a A A F =

CAA GTT CTT CAG AAA GAT GTT AAG AAC CTC CAT ATG CTG CAA
Q v 9 Q = -] v = N L n " L Q =
TGG CCT TTC TTT
- P r r
Figura 1. de otidos cor

al gen de la PEPC de vaina de frijol (pPvPEPC). Las

letras en negritas cor aln in de inod de la in de




w de la biblioteca. (Josefsen, ¢7 al. 1993)

Esta técnica se usa para conocer el titulo de la biblioteca dado en ufp/itl y poder
plaquear en la densidad adecuada para que en caso de encontrar una clona positiva en las rondas
de los escrutinios ésta se pueda aislar mas pura.

1.- Se activa la cepa Y 1090 de [ischerichia coli con 200 il de medio $.0.C.(20 g de peptona, 5
g de extracto de levadura, 0.5 ¢ NaCl, KCl 250 mM pH 7, MgCl; 10 mM y glucosa 20 mM por
cada litro de medio) incubandose por 20 min a 37°C.

2.- La cepa se siembra en un medio rico (LB: 10 g de peptona, 5 g extracto de levadura, 10 g de
NaCl por litro de medio) en cajas de Petri y se incuba toda la noche a 37°C.

3.- Se toma una colonia perfectamente aislada del resto, y se inocula en 10 ml de medio LB-
liquido suplementado con 0.2% de maltosa (p/v).

4.- El cultivo se incuba a 37°C toda la noche con agitaciéon constante (200-250 rpm).

5.- De la biblioteca almacenada se preparan tres diluciones 1, 0.1, 0.01 ul en tubos de

microcentrifuga, pl do para las diluci amortiguador PDB (NaCl 100 mM, MgSO, 8
mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.5 y gelatina al 0.1 %%6).

6.- Un 1l de estas diluciones se agregan a 200 ul del cultivo de la bacteria Y1090. Se mezclan
suavemente incubando a 37°C durante 30 minutos (sin agitacion).

7.- Al término del tiempo de incubacidn se agregan 6 ml (cajas de 120 mm de diametro) de agar
suave (Top-agar) (7 g de agar por litro de medio NZY). Este agar suave debe de estar a 50°C, se
agita rapidamente y se vierte la mezcla inmediatamente a cajas con medio NZY (21 g de NZY
{Gibco), 7 g de agar por litro de medio ajustar el pH a 7.2 con NaOH).

8.- Una vez solidificado el agar se inviengn las cajas e incuban a 37°C de B-12 horas hasta
observar las unidades formadoras de placas (ufp)

9.- Se cuentan las placas de lisis en cada una de las cajas y se valora el titulo de la biblioteca
calculando las ufp.

Nota: Es importante que las cajas se encuentren perfectamente secas para evitar que alguna gota
caiga a la superficie del medio y provoque que las placas de lisis se barran. Para prevenir esto es
recomendable colocar un papel filtro del tamaiio de la caja, en la tapa de la misma para que

absorba la humedad excesiva.



VIL4. Escrutinio por hibridacion de placas (Benton y Davis, 1977).

Un filtro de nitroceiulosa se aplica directamente en la superficie de la caja sobre las
placas del bacteriofago. El filtro seco es mojado por la muestra de la caja. Durante este
proceso, las moléculas de DNA del fago no empacado presentes en la placa lisada son unidas
al filtro. E]l DNA se fija y desnaturaliza en el filtro para posteriormente ser sondeado por
pruebas de hibridacion con DNA 6 RNA marcado con *p, localizando por autorradiografia el
lugar de donde fue donado por la placa del fago. El filtro tratado forma una réplica del patron
de placas de fago y es usado para seleccionar una sola placa (conteniendo una porcion de
cDNA de una sola clona) de una coleccién inicial conteniendo millones de fagos

recombinantes.

El método detallado prende los sigui pasos, los cuales se realizan en dos dias:

Dia 1.
1.- A 0.2 ml de células competentes Y1090 (E.coli) se les adiciona 7.1 ul de la biblioteca de

cDNA con un titulo de 2.28x10" ufp/jul de cDNA para obtener una densidad aproximada de
50,000 placas de lisis por caja. Se incuban por 20 minutos a 37°C para permitir que el
bacteriofago infecte a la bacteria.

2.- Se adicionan 6 ml de Top-agarosa (LB con 0.7% de agarosa) a S50°C en cada tubo
se vacia i di en cajas con

conteniendo bacteria y fago, Se agita bien y la
medio NZY-agar, agitando suavemente la caja para que la mezcla se extienda y cubra la
superficie de agar completamente. Se dispone de 5-10 minutos para que la agarosa sohdlﬁque

] un ]

Las cajas se incuban en posicion invertida a 37°C hasta que las p
considerable (0.1-0.2 mm).

Dia 2
1.- Las placas deben estar cubriendo la mayor parte de la caja , pero la superficie no debe

estar totalmente cubierta por las placas de lisis. Se sacan las cajas del incubador y se colocan a

4°C durante al menos 1h para que solidifique !a agarosa evitando asi que esta se pegue a las

membranas.



2.- Se numeran los filtros de nylon correspondiendo con el namero de las cajas, utilizando un
lapiz de punto fino. Es necesario rersaltar que deben emplearse guantes al manipular la
nitrocelulosa, para evitar que la grasa de los dedos interfiera con la transferencia del ADN

hacia el filtro.

3.- La colocacion del filtro sobre las placas se realiza despuds de sacar una caja del
‘refrigerador y colocarla a un lado del mechero. Se toma el correspondiente filtro de
nitrocelulosa enumerado, ligeramente en la mitad y se coloca esta parte al centro de la caja.
Entonces gradualmente se deposita el resto del filtro tocando la superficie de la caja, esto se
hace con el proposito de evitar atrapar burbujas de aire entre el filtro y la caja. Se dispone de
dos minutos para que el fago se una al filtro. Durante este tiempo, se pican 3 6 4 agujeros en
un patron asimétrico a través del filtro y dentro del agar. De cada caja fueron hechas, tres

replicas en filtros, una para realizar el sondeo por PCR y dos para ser hibridadas.
4.- Se quita cuidadosamente el filtro de la supesficie de agar usando pinzas. Las cajas

conteniendo el fago son envueltas con parafilm y almacenadas de manera invertida a 4°C. Es
importante no mover el filtro de la caja una vez colocado para evitar que se barran las placas.
5.- Se coloca el filtro (con el DNA hacia arriba) en amortiguador de desnaturalizacién (NaOH

0.5 N.-NaCl 1.5M) por 45-60 seg.
G.- Se transfiere el filtro a un amortiguador de neutralizacion (NaCl 1.5 M, Tris-HCi 0.5 M

pH 7.5) por 5 minutos.
7.- El lavado de los filtros se realiza en una solucion 2X SSC (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3

M) durante 10 minutos con agitacién suave.
8.~ El filtro se seca en papel absorbente por 20 minutos. Este proceso se repite con cada nuevo

filtro de cada una de las cajas.

9.- El DNA se fija a la membrana por medio de radiacion ultravioleta a 120,000 J/«:mz por 2

minutos, en un entrecruzador de luz ultravioleta (Stratalinker).
10.- Los filtros son almacenados entre papeles filtro en una camara de vacio hasta su posterior

utilizacion.

VILS Marcaje y preparacion de Ia sonda



a) Purificacion de insertos de DNA
Este método se realizé empleando el Kit GENECLEAN H® (BIO 101

purificacion se realiza en un periodo de 15-20 minutos y permite la recuperacion de cualquier

Inc.). La

tipo de ADN en cualquier concentracién de agarosa.

1.- EI gel se observa bajo una lampara de U.V de baja longitud de onda para evitar dafiar el
DNA. La banda deseada de DNA se corta y coloca en un tubo de microcentrifuga, se mide el
volumen de agarosa, considerando que 1 g equivale aproximadamente a 1 ml de agarosa y se
adicionan tres volumenes de Nal 6M. En el caso de que se hubiera utilizado amortiguador TBE
en el gel de agarosa, se agrega medio volumen de modificador TBE y 4.5 volamenes de Nal por
peso de agarosa.

2.- El tubo se calienta de 45 a 55°C hasta que la agarosa se derrita completamente.

3.- Se agregan 5 ! de Glassmilk para una solucion que tenga menos de S ug de DNA. Se
incuba en hielo por 5 min mezclando cada minuto, tratando de que el Glassmilk se mantenga en
suspension. En caso de que se hubiera una mayor cantidad de DNA, se adiciona 1 pl de
Glassmilk por cada 0.5 ng de DNA adicional.

4.- Se da un pulso de centrifugacion de 5 seg en microfuga y se descarta el Nal.

5.- La pastilla del Glassmilk se lava con 200-700 ul de New Wash frio (soluciéon concentrada de
NaCl, Tris, EDTA y Etanol). Dar un pulso de centrifugacion de 5 seg y descartar el
sobrenadante. El proceso de lavado se repite dos veces con New Wash.

de en 5 ul de amortiguador TE o agua estéril e incubo a 45-

6.- La pastilla rest ser p

55°C por 2 6 3 min.
7.- E! tubo se centrifuga por 30 segundos recuperando la fase acuosa, la cual contiene el DNA.
d. en el i tubo (la pastilla se

Este paso se repite una vez mis y se col el sob
guarda hasta no saber si el DNA fue eluido eficientemente del Glassmilk).

8.- Para verificar cuanto inserto se obtuvo es conveniente tomar una alicuota de la elucién final
y correrla en un gel de agarosa al 1%, teflirla con Bromuro de etidio y observar en un

transiluminador de UV,
9.- Los insertos obtenidos a partir de la purificacion estan listos para ser utilizados como sonda

o bien para cualquier reaccion enzimatica.
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Nota: es necesario cuantiticar espectrofotométricamente a 260 nm la cantidad de inserto
purificado para marcar de 50-100 ng de DNA por reaccion.

Para tener la sonda marcada radioactivamente y purificada para ser empleada en las
hibridaciones se requieren una serie de pasos los cuales se describen a continuacion.

b) Marcaje del inserto con **P para ser utilizado como sonda.

Los insertos son marcados con [a-*P]JdCTP usando ¢l sistema de marcaje Random
primer extension (Du PontYNEN)
1.- La marca o isdtopo radioactivo dCcTPp (actividad especifica = 3000-6000 Ci/mmol, con
una concentracion de 20 umCi/ml) se retira del congelador y se coloca en un lugar de trabajo
para que se descongele.
2.- Se prepara la siguiente mezcla en un wbo de microcentrifuga en el siguiente orden:

- 50-100 ng de inserto desnaturalizado en bafio maria por 10 min.

- 6 pl de amortiguador RPE [5X: hexanucledtidos al azar en Tris pH 7.6, MgCl;,

albumina de bovino fraccion V y 2-mercaptoetanol].

- 6 1! mezcla de nuclestidos frios JATP, dGTP, dTTP.

- agua estéril a un volumen complementario a 30 pl de la reaccién total.

- X volumen de ul de nucledtido radioactivo (40 nCi por ensayo) considerar
decaimiento.

-1 pl fragmento Klenow (ADN polimerasa 1, 2.5 unidades).

El volumen total (30 ul) se agitd en vortex y se did un pulso de centrifugacion.
3.- Se deja incubando a 37°C minimo por 2 horas o toda la noche a temperatura ambiente.
4.- Se agregan 70 pl de STE.

c). Preparacion de la columna (Sambrook, ef al., 1989).

Para conseguir buena sefial en la hibridacion es io poner sol el fr o

de DNA correspondiente a !a sonda, eliminando los nucleétidos radicactivos marcados que no
se incorporaron a Ja sonda. Para esto se sigue el siguiente protocolo:
1.- A una jeringa desechable de plastico de 1 ml con aguja desprendible se le coloca una maila

de pelo de angel estéril y se compacta en la punta de la jeringa emplcando un émbolo.
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2.- Se llena Ia jeringa con Sephadex G-50-80 (1 gr/10 m! de STE). La resina se equilibra con
amortiguador STE.
3.- Se coloca la jeringa en un tubo cénico de 15 ml y centrifuga a 700 x ¢ (3000 rpm) en una
centrifuga clinica (Damow/IEC Division) por 3 min a temperatura ambiente. La columna se
empaca a un volumen final de 0.9 ml.
4.- Se adiciona 0.1 ml de amortiguador STE y centrifuga como se describio anteriormente.
Repetir dos veces mas.

d). Purifi ion de Ia da (Sambrook, e al., 1989).
1.- Una vez preparada la columna de Sephadex G-50 se coloca en un tubo cénico de 15 m! con

un tubo de microcentrifuga sin tapa en el fondo del tubo. La columna debe estar soportada en el
borde del tubo conico y llegar al tubo de microcentrifuga.

2.- Se agrega a la columna 100 ul de la reaccién radioactiva.

3.- Se centrifuga por 3 min a 700 x g, siendo el mismo tiempo y rpm que se utilizo para
empacar la columna.

4. Se agregan 100 pl mas de solucién STE a la columna y se centrifuga nuevamente a las
a el tubo de microcentrifuga y se mide el volumen de la

mismas diciones. Se 7 p
solucién que contiene el DNA radioactivo.

€). Cuantificacién de Ia actividad especifica.

Antes de agregar la sonda radiactiva al sistema de hibridacidn es necesario cuantificar la

actividad especifica.
1.- Se toma 1 ul de la sonda purificada y se coloca en una solucién fria de acido tri-cloro

acético (TCA) al 10%%6

2.- Se adicionan 5 j] deDNA de esperma de salmoén desnaturalizado (10 mg/ml) y se agita.

3.- Esta solucion se filtra en vacio a través de un filtro GF/C Whatman y se lava en vacio con 10
ml TCA al 10% y posteriormente con 20 mi de etanol frio.

4.- El filtro se seca a temperatura ambiente.
5.- Este filtro se introduce en un vial con 5 m] de liquido de centelleo (0.1 g POPOP [2,2-P-

Fenilenbis (5-feniloxasol)]. 5 g PPO [2,5-Difeniloxasol], 1000 ml de Tolueno).
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6.~ Se toma la lectura en un contador de centelleo liquido en un canal de apertura de 50 a 1700
(Packaard, Minaxi 3) y¥ se calcula la actividad especifica (en cpm/Lg de DNA) por el volumen
recuperado, realizindose de la siguiente manera:

El valor de la actividad en cuentas por minuto (cpm) dado en el contador de centelleo es
el resultado de medir 1 ! de la sonda. Este valor se multiplica por el volumen total de la sonda
recuperada, para obtener la actividad en los microlitros de sonda recuperada. Posteriormente,
este valor se multiplica se divide entre los nanogramos del inserto que se adicionaron en la

reaccion de marcaje para obtener la actividad especifica de la sonda (la actividad recomendada

v
para una buena hibridacion es de Ix 10" 10 cpm/ug de DNA).

7. Una vez cuantificada la sonda se congela hasta su uso.

VIL.6 Hibridacion DNA-DNA y DNA-RNA.

El analisis del DNA por hibridacién tipo Southern blot se realiza por la transferencia
del DNA o RNA desnaturalizado in sirn a un soprte solido, generalmente a una membrana de
nylon o nitrocelulosa. La posicidn relativa del DNA o RNA se conserva durante la
transferencia al soporte y de esta manera los acidos nucleicos ya unidos al filtro puede ser
hibridados con DNA marcado radiactivamente (Southern, 1975; Sambrook e a/., 1989).

a) Hibridaciéon

Una vez que ya se tiene la membrana de nitrocelulosa con los acidos nucleicos fijados

a ella y Ia sonda radiactiva lista, la Gltima parte del procedimiento se realiza de la manera

siguiente:

la cual conti : albimina bovina fraccion V 1 %,

1. Se prepara la solucién de hibrid
SDS 7 %, EDTA 1| mM y amortiguador de Na,HPO,/ NaH,PO,0.5M pH 7

2. Se prehibridaron las membranas con esta solucién por lo menos dos horas

3. La sonda se desnaturaliza a ebullicién en bafio Maria por 10 min.

4. Se coloca inmediatamente en hielo y se deja minimo 10 minutos antes de ser utilizada.
idad al si de hibridacion.

5. La sonda se adicionada ct
6. Se incuba por toda la noche a 63°C.
b) Lavados
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Este paso es muy importante, ya que de ello depende que [a sonda se mantenga pegada
a la membrana, en funcion a la complementariedad con moleculas de acidos nucléicos fijadas
a ella, o se desprenda por la baja concentracion de sales o alta temperatura. Es decir, este
tratamiento es lo que determina la astringencia de la hibridacion.

Para las hibridaciones efectuadas en este trabajo, los lavados fueron los siguientes:

1) Un lavado a 63 °C con SSC 2X (NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M), SDS 0.1 % por
15 min.

2) Un lavado a 63 °C con SSC 1X, SDS 0.1 % por 10 min.

3) Un lavado a temperatura ambiente con SSC 1X, SDS 0.! % por 10 min.
Nota: Es importante monitorear las cuentas que presenta la membrana después de cada lavado
por medio del contador Geiger

Cuando ya no se detecta mucha seilal inespecifica, el filtro se coloca en contacto con

una pelicula de rayos X (KODAK X-Omat) en un cassette con intensificadores y se deja a -70
diendo de la idad de marca fijada a J]a membrana.

°C por peridos variables dep
Para hibridacion tipo northern o RNA-DNA, el RNA es separado en un gel de agarosa

desnaturalizante(VI1.19), transferido a una membrana (VI1.20) e hibridado con una sonda
especifica marcada radioactivamente tal como se describié anteriormente (VII 6). La

hibridacion y los lavados fueron similares a la hibridacion DNA-DNA.

VIL. 7. Utilizacién de PCR en escrutinios de bibli
El aislamiento de una clona a partir de una biblioteca ya sea de cDNA o DNA

gendmico, involucra escrutinios por varias rondas de plaqueo e hibridacion de filtros. Este
proceso es laborioso y tardado, ademas de ser propenso a artefactos tales como falsos positivos,
comunmente encontrados en la hibridacion sobre el filtro. Esos problemas pueden ser resueltos
por el uso de la técnica de PCR en las primeras rondas del escrutinio previo a la hibridacion
convencional (Ausubel, 1992)

1.- El fago (portador de cDNA o biblioteca genomica) se plaquea con una cepa bacteriana

apropiada de £.coli sobre cajas de NZY-agar con Top-agarosa. Después que las placas de fagos
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crecieron a 37°C a tamafo deseado, las placas se colocan a 4°C para solidificar el top-agarosa
por lo menos una hora.

2.- Se coloca el filtro de nitrocelulosa o membrana nylon sobre la placa. teniendo cuidado de no
dejar burbujas de aire atrapadas entre ¢l filtro y el agar. El filtro puede ser humedecido por unos
pocos segundos si la placa estuviera fresca. Para placas almacenadas por un periodo de tiempo y
para posteriores rondas en multiples réplicas se requiere mayor tiempo para humedecer el filtro
complelamente.

3.- Sc levanta el fiitro cuidadosamente con un par de pinzas de punta redonda (Millipore),
teniendo cuidado de no rasgar la capa de top-agarosa. El filtro se coloca con los fagos hacia
arriba, sobre una caja de petri estéril conteniendo 3 mi de amortiguador de dilucion del fago
PDB (NaC! 100 mM, MgS0O4 8 mM, Tris-HC! 50 mM pH 7.5 y 0.1 % de gelatina). Las
particulas se eluyen levantando el filtro arriba y abajo por tiempos acoplados. Finaimente, el
filtro se Jevanta y se deja que la solucion gotee por un momento (10-20 seg.), después del cual
el filtro se descarta.

4.- El fago eluido se transfiere a un tubo y se toman 20 ul los cuales se ponen en tubo que se
coloca en un bafio de agua hirviendo por cinco min, posteriormernte se enfria sobre hielo. E!
DNA contenido en los fagos es el molde para su analisis por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Se guarda un poco de de la elucion del fago en un tubo de microcentrifuga
por si se considerara necesario realizar posteriores PCRs.

5.- Sc analizan los productos de PCR por electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/v)
disuelto en amortiguador TBA. Si un gel presenta bandas del tamaiio esperado significa que la
caja de Petri contiene al menos una placa de fago que conticne el cDNA buscado, por lo tanto
esta caja es considerada como positiva.

6.- En este punto, uno puede tomar las cajas positivas y proceder a un escrutinio por el método
de hibridacion convencional. Alternativamente, uno puede proceder a otra ronda de escrutinios
por PCR, para reducir la complejidad del pool de fagos sobre una placa positiva

7.- Se coloca un nuevo filtro de nitrocelulosa o nylon sobre una caja positiva. Con unas tijeras
estériles se corta el filtro, en varias secciones en forma de pastel. Entre cuatro y ocho por caja

pueden ser facilmente manipulables, en nuestro caso se cortaron en seis secciones.



8.- Cada sector del filtro se levanta y humedecr en amortiguador de dilucion del fago PDB
Debido al pequefio tamaiio del sector del filtro, se puede humedecer en una
alicuota de 0.2-0.5 ml de

como en el paso 2.
pieza de pelicula plastica como Saram Wrap. Se usa una

amortiguador.
9.-Con la seccion cluida se realiza PCR como en el paso 4.
10.-Un sector que contiene la sefal positiva del fago se identifica por PCR, otra membrana

puede ser levantada de este sector y usada alternativamente en la hibridacion convencional.

E! método se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Pasos en ¢l desarrollo del escrutinio por PCR

Las ventajas del escrutinio mediante PCR son tres:
1) Las clonas positivas son identificadas por bandas de DNA de acuerdo a tamafos esperados.

2) Evita el consumo de tiempo valioso, especialmente en las rondas iniciales del escrutinio .
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3) El escrutinio de multiples genes puede ser llevado a cabo en la misma mezcla de reaccion de
PCR empleando iniciadores apropiados para cada uno de ellos.

Después que la complejidad de todo el pool de fagos es reducida y la existencia de
clonas positivas es confirmada; clonas individuales pueden ser aisladas por métodos

convencionales.

VILB. Amplificacién de DNA por Ia reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica en la actualidad es una herramienta basica en biologia molecular. Es un
método enzimitico de sintesis de multiples copias de un segmento especifico de ADN elegido
que se encuentra entre regiones de secuencia conocida. Una amplificacion de esta magnitud se
puede emplear en las primeras rondas de escrutinio previa a la hibridacion convencional. El
escrutinio de multiples genes puede ser llevado a cabo en la misma mezcla de reaccion de PCR,
con el uso de primers apropiados para cada uno de ellos. Después que la complejidad de todo el
pool del fago es reducida y la existencia de clonas positivas es confirmada, clonas individuales
pueden ser aisladas por métodos convencionales.

La reaccidon de amplificacion se lleva a cabo con dos oligonucledtidos que son utilizados
como iniciadores para una serie de reacciones sintéticas que son catalizadas por una DNA
polimerasa termoestable de bacteria Thermophilus acuaticus (taq DNA polimerasa). Estos
oligonucledtidos son diferentes secuencias que son complementarias a sccuencias que se sitdan
en cadenas opuestas del DNA utilizado como molde y flanquean el segmento de DNA que va ha
leotidos iniciadores (Ayala, 1995) utilizados en estas reacciones

ser amplificado. L.os oligc

fueron los siguientes:

OLIGO SENTIDO (FORWARD)
5 GGC(TGA)AAG(A)CAA(G)G(C)AA(G)GTC(GTA)ATGA(G)TT(ACG)GGC(ATG)TA 3

OLIGO ANTISENTIDO (REVERSE)
5°AA(A)GAA(CGT)AGGCCA(T)CT(G)C(G)ATT(A)GTACAT(T)CTC 3°
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Los paréntesis indican degeneraciones en el cddigo genético tomando en cuenta el
probable uso de codones.

Estos dos oligonucledtidos fueron sintetizados flanqueando una region altamente
conservada que codifica las secuencias deducidas de aminoacidos de PEPCs hasta ahora
conocidas. En esta region estan comprendidas secuencias muy conservadas que contienen
residuos de aminoacidos los cuales se ha propuesto que son esenciales o se encuentran
involucrados en el sitio activo de la enzima (GYSDSGKDAG) y el sitio de union al sustrato
(FHGRGGTVGEGGGP) (Cushman ef al., 1989; Jiac ¢t al., 1990, Crétin e al., 1991; Poetsch

et al., 1991). Los pasos pleados en la r ion de PCR fueron los siguientes:

1.- En un tubo de microcentrifuga estéril de 0.5 ml se adicionan en este orden: 34 ul de agua
estéril, 5 pl de amortiguador de amplificacion 10X (Tris-HC! [pH 8.4) 200 mM y KCI 500
mM), 4 ul de MgCl; 50 mM, 1 ul de una mezcla 10 mM de deoxinucieotidos trifostato, 200 ng
(en 2 u) de agua) de oligo iniciador forward (sentido) y 200 ng (en 2 ul de agua) de oligo
iniciador reverse (antisentido), ADN molde (10 ul de PDB con el fago) y por ultimo 1 unidad
de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL). (Ver Tabla 3)

2.- Se mezcla perfectamente y se adicionan 40 u! de aceite mineral (Sigma M-3516) para
prevenir la evaporacion de la muestra durante los ciclos de calentamiento y enfriamiento.

3.- Se incuba la muestra en un ciclador térmico (Gibco BRL) a 94°C por 10 min para
alizar 1 el ADN.

d

4.- Se programa la temperatura de la reaccion de los ciclos de amplificacion de la forma
siguiente:

a) desnaturalizacion a 94°C por | min

b) cc ] ion de los iniciadores a 55°C por | min

p

c) extension a 72°C por 2 min. El nimero de ciclos debe repetirse de 40-50 veces.

5.- Al finalizar los ciclos progr: dos se i ba la r ion a 72°C por 10 min.

6.- Se analizan los productos de amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1% empleando los marcadores de peso molecular apropiados.
Nota: Para multiples reacciones es conveniente preparar una mezcla maestra para minimizar la

pérdida de reactivos y disminuir en lo posible el pipeteo evitando contaminar los reactivos.
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Tabla 3. Componentes de Ia mezcla de PCR.
Concentracién

Entre 0.1-0.5 pimoles

Magnesio: 2.5-4 mM es generalmente el 6ptimo

Deoxinucleotidos trifosfatos: 20-200 M, las concentraciones para cada
dNTP tienen que ser equivalentes.

1-2.5 unidades por 50 ul de reaccion

Oligonucleodtidos iniciadores:

Taq DNA-Polimerasa:

DNA-molde: En forma simple o doble cadena de 0.01-0.1 g

Ciclos Temperatura y Tiempo

Desnaturalizacion Condiciones tipicas, 94-96° C por 1 min.

Complementacion 50-57° C por 1 min esto dependiendo de la compo-
cision de bases, tamaiio y concentracion del DNA

Extension Usualmente 72° C por 1-2 min

V1L9. Obtenciéon de placas de lisis del bacteriéfago A
Es impornante recupcrar las placas positivas que se han detectado en cada ronda de

escrutinios, para esto una vez que se obtiene la pelicula se marca circularmente la sedial de
hibridacion y se alinea perfectamente con la caja de Petri que contiene las placas de lisis,
identificando la placa de lisis positiva se procede a recuperar picando esta clona.

1.- Se agregan 500 m! de PDB a un tubo de microcentrifuga, adicionadole 1 gota de cloroformo
2.- Usando una pipeta pasteur o bien una punta de micropipeta, se pica la placa en un radio de
un centimetro cuadrado y se succiona con todo y agar para poder recuperar toda la placa, por
que es comun que Jos fagos migren alrededor de la placa.

3.- Se coloca el fragmento de agar en amortiguador de fago PDB previamente preparado (paso
1). Se mezcla con vortex y se deja por dos h a temperatura ambiente o bien durante toda la
noche a 4°C para que los fagos se libereraran del agar. Una placa se supone que tiene
aproximadamente 10°-107 particulas bacteriofagos infecciosas.

4.- Titular esta clona (como se describié anteriormente) para poder plaquear en una densidad

adecuada para las siguientes rondas de escrutinio.
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VIl 10. Escision in vivo del plismido pZL1 del fago A ZIP LOX

Con esta técnica lo que se realiza es la escision o liberacion del cDNA del fago A

ZIPLOX (GIBCO. BRL). E! fago AZIPLOX es un vector de expresion derivado del
bina la idad de clo ion de DNA complementario en el DNA

bacteriofago A el cual c«
de lambda, con la conveniente y facil manipulacién de plasmidos. En este sistema el DNA
idad de subcl efe do la escisidon /n vivo para generar la

puede ser recuperado sin
replicaciéon autdonoma det plasmido pZL 1 empleando la cepa DH10B (Z1P) de £. coli (Fig. 3)
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Figura 3. M i de icién in vivo de pZL1 de Fago AZIPLOX




El proceso de escision /n viveo se basa en la existencia, en el bacteriofago Pl. de un
sistema de recombinacion sitio-especifico compuesto de dos elementos: un locus que actaa en
cis (loxP) y una proteina (Cre) la cual cataliza el entrecruzamiento de secuencias de los dos
sitios loxP que se encuentran flanqueando a pZL 1. Una vez liberado y circularizado pZL1 por
medio de la accién de Cre, el locus incA de este plasmido bloquea fisicamente el origen de
replicaciéon de pZIP, plasmido propio de la cepa DHI10B, el cual codifica a la proteina Cre. De
esta manera se favorece la réplica de pZL 1 y se inhibe la de pZIP (D’ Alessio ¢7 a/, 1992).

Para liberar el plasmido de AZIPLOX se siguio el siguiente protocolo.

I. Se activan las bacterias de la cepa DH10B con 200 ul de medio S.0.C. e incuban a 37°C por
10 minutos.

2. Se siembra esta cepa en una caja de petri con medio rico conteniendo el antibidtico
kanamicina a una concentracion de 10 tg/ml. Se incuba toda la noche a 37°C.

3. Se toma una colonia e inocula en 10 ml de medio LB suplementado con kanamicina 10 ug/ml
y maltosa al 0.2%.

4. Se incuba el cultivo durante toda la noche a 37°C con agitacién constante a 200 rpm.

5. Una alicuota de los fagos eluidos de los fragmentos de agar obtenidos de las placas positivas,
las cuales habian sido previamente purificadas a través de varias rondas, se emplea para infectar
400 ul de bacterias del cultivo cultivado toda la noche.

6.- Estas bacterias DH10B infectadas con fagos son plaqueadas en cajas de petri con medio
(LB), antibidtico ampicilina (100ug/ml) y MgCl; 10 mM.

7.- Se dejan toda la noche a 37°C y al dia siguiente aparecen Jas colonias que tienen la
resistencia a ampicilina, es decir las colonias con el pZL 1.

8.- Venticinco ml de medio liquido LB y ampicilina se inoculan con una asada de una de las
colonias de las cajas de petri y se incuba toda la noche a 37°C con agitacion constante (200-250

rpm). Al siguiente dia se realiza la extraccion del plasmido como se describe en extraccion a

pequefa y a gran escala (VII.11 y VI1.12).
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VIL 11. Extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala (Brown, 1991)

Con este método se¢ reproduce una sola clona bacteriana que contenga el DNA
plasmidico de interés, que en nuestro caso fue el que contiene el fragmento de cDNA clonado.
1.- De las células transformadas y cultivadas en medio con ampicilina en caja petri, se
selecciona una colonia y se inocula en 20 ml de medio liquido LB, dejando toda la noche a

37°C con agitacion (200rpm).

de cultivo con microcentrifuga,

2.- Se transfiere 1.5 ml las bacterias a un tubo de

centrifugindoio por 5 min a 12000 rpm
3.- El sobrenadante se descarta y la pastilla se resuspende en 100 ul de amortiguador (glucosa

50 mM, EDTA 10 mM, Tris HC! 25 mM [pH B.0]}, lisozima 2mg/mIi), incubando sobre hielo

por 10 min.
4.- Se adicionan 200 ul de amortiguador de lisis (NaOH 0.2 M, SDS 1%5) se mezcla suavemente

e incuba en hielo por 10 min.
5.- Se adicionaron 150 ul de acetato de potasio 3 M mezclando suavemente por inversion, y

centrifugando posteriormente a 12,000 rpm por 15 min,

6.~ El sobrenadante se transfiere a un tubo de microcentrifuga nuevo agregandole 150 ul de una
solucion fenol-cloroformo (50:50 v/v). Se mezcla y centrifuga a 12000 rpm a temperatura
ambiente por 15 min.

7.- La fase acuosa superior se recupera con micropipeta y coloca en otro tubo nuevo. Se
adiciona un mi de etanol absoluto frio (-20°C) y se incuba en hielo 15 min.
8.- Se centrifuga a 12000 rpm y 4°C por 30 min, posteriormente se d
se lava la pastilla cuidadosamente con 500 i de etanol al 70%.

9.- Se centrifuga a 12000 rpm a 4°C por 10 min y descarta el sobrenadante

10.- Se lava nuevamente la pastilla con etanol frio al 70% y se seca la muestra al vacio.

ta el sobr dante y

11.- La muestra se resuspende en 50 ul de agua deionizada estéril.
12.-Se adiciona 1ul de RNAasa para eliminar el RNA de la muestra (1 ug de RNA es totalmente
degradado por 1x10°* unidades de RNAasa, libre de DNAsa por 30 min a 37°C). Se. jncuba

durante 1 h a37°C.
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13.-Se precipita con 2 voliumenes de etanol absoluto (-20°C) incubando por 30 min. a -70°C y
centrifugando por 53 min a 12000 rpm. La pastilla se Java con etanol al 70% y se resuspende en
30 pl de agua estéril

14.- La cuantificacion de DNA se realiza de mancra especirofotométrica leyendo una alicuota a
260 y 280 nm. E! valor obtenido de 260/280 debe ser de entre 1.8 a 2. esto nos indica qué tan
limpio esta ¢l DNA.

15.- Por otro lado se corre una alicuota en una electroforesis en gel de agarosa al 1 % para
confirmar la existencia del vector con el inserto (sin cortar) o bien cortar ¢l DNA con
endonucleasas para observar el vector y el inserto liberado por la accion de las enzimas.

Nota: Es indispensable correr ¢l DNA cortado junto con un marcador de peso molecular por

cjemplo DNA de fago (&) digerido con endonucleasas de restriccién Hind 111, Eco Rl o ambas.

1 Jico a gran la (Sambrook, e¢r al., 1989)

VIIL. 12. Extraccién de DNA
Es de gran importancia tener un DNA completamente puro para poder emplearlo en

cualquicr método de secuenciacion o bien en reacciones de PCR. Con este método es posible
obtener un DNA puro y con buen rendimiento.

1.- Se cultiva la clona deseada en 25 ml de medio LB liquido, con el antibidtico requerido a
37°C durante la noche con agitacién constante.

2.- Se centrifugaron las células a 5000 x g durante 10 minutos en rotor JA-20.

3.- El sobrenadante sc descarta y la pastilla de células se resuspende en 5 ml de NaCl 10 mM,

repiticndo la centrifugacion
4.- La pastilla sc resuspende en 0.6 ml de amortiguador de lisis (Tris-HCl 25 mM [pH 8.0],

EDTA 10 mM, sacarosa 15% y Lisozima 2 mg/ml), s¢ incubé 20 min en hielo.
5.~ Se agrega 1.2 ml dc una soluciéon que contenia NaOH 0.2 % y SDS 1%. Se mezcla

suavemente e incuba 10 min en hielo.
6.- Se adicionan 0.75 mi de acetato de sodio 3 M [pH 5]. Mczclando 20 seg ¢ incubando 20 min

en hielo.
7.-Se centrifuga 15 min a 6500 x g en rotor JA-20.
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B.- EE] sobrenadante se transtiere a un tubo corex estéril. Adicionandole 5 pl de RNAsa (10
mg/ml) e incubando 30 min a 37°C (us preferible dejarlo 1h)

9.- L.a extraccidn se realiza dos veces con un volumen igual de fenol-cloroformo (v/v) 50:50.
10.- Se centrifuga 15 minutos a 7000 rpm, recuperando la fase superior.

11.- Se precipita con dos volumenes de etanol absoluto (-20°C), por 10 min a temperatura
ambiente.

12.- Una vez transcurrido el tiempo, se centrifuga a 8000 x g 10 min eliminando el

sobrenadante.
13.- La pastilla se lava dos veces con etanol al 70%, para posteriormente centrifugar a 7000 x g

5 min elimi do el sobr d

14.-La pastilla se resuspende en 168 ul de agua estéril y se transfiere a un tubo de
microcentrifuga, adicionandole 32 pl de NaCl 5M. Se la perfe y se adici 200
1 de PEG 8000 (polietilenglicol) al 13%.

15.- Se la perfc ei ba en hielo durante 1 h.

16.- Se centrifuga en frio a 4°C y 12000 x g por 10 min.
17.- El sobrenadante se remueve y se centrifuga nuevamente por 30 seg para tratar de remover

todo el PEG posible con una pipeta. )
18.- La pastilla se lava dos veces con etanol al 70 %, centrifugando 5 min en microcentrifuga a

maxima velocidad. Se d ha el sobr d ¥y se deja que la pastilla seque perfectamente de

Ias trazas de etanol.
19.- La pastilla se resuspende en 50 pl de agua estéril.

VI1.13. Cuantificacién de DNA (Sambrook ef al., 1989).
Después de extraer ¢l DNA es necesario conocer la concentracién a la cual se encuentra.

Un método comiunmente utilizado es la cuantificacion esp >fc étrica de la idad de

radiacion ultravioleta absorbida por las bases nitrogenadas.
1.- Se toma ) pul de DNA y sc afora a 100 ul con agua estéril land Se col

cn una celda de cuarzo de un volumen de 50-100 ul.
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2.- Sc lee la absorbancia en espectrofotdometro a las longitudes de onda de 230 nm (detecta
polisaciridos ¥ fenol), 260 nm (para acidos nucléicos) y 280 nm (para proteinas).

3.- La cuantificacion de la concentracion de DNA se calcula en pg/ml mediante la siguiente
ecuacion:

(Abs 260 nm) (50 pg/ml) (factor de dilucion) (vol de material recobrado) = pg/mi de DNA.

4.- La rclacion de Absorbancia a 260/280 debe de ser 1.8 a 2 para considerar que ¢l DNA estd

puro y limpio para su uso.

VIL14. Anilisis de DNA plasmidico mediante ¢l empleo de enzimas de restricciéon
(Sambrook er al., 1989).

Con el fin de observar la liberacion de un inserto clonado en algin plasmido o bien
observar fragmentos de DNA gendmico se emplean enzimas de restriccion que recconocen y
cortan cn sitios especificos. El método empleado es el siguicnte:

1.- Resuspender 3 pg de ADN plasmidico en un volumen de 1-5 ul de agua estéril.

2.- Agregar 2 pl de amortiguador con una concentracion de sales adecuada a la enzima de
restriccién que se utilizara y sc Hevar a un volumen final de 19 ul con agua estéril.

3.~ Agregar 1ul de la enzima de restriccion (5-10 unidades) ¢ incubar a la temperatura con la
que trabaja la enzima, por lo general a 37°C durante 3 h o bien durante toda la noche. Cuando
es necesario una doble restriccidon con enzimas que requieran diferente concentracion de sales,
se digiere el ADN por una hora con la ecnzima que emplea el amortiguador con menos
concentracién de sales y posteriormente se incuba otra hora con la enzima que requiera el

amortiguador mas concentrado.

VII.1S. Electroforesis de DNA en gel de agarosa (Sambrook ¢r «l., 1989).

Estc método es bisico en biologia molecular y es comunmente utilizado para separar,

identificar y purificar fragmentos de DNA. Cuando una lécula es col da en un

eléctrico, migrara al clectrodo apropiado a una velocidad, o movilidad electroforética,

proporcional a la fuerza de la corriente cléctrica y la carga neta de la molécula.
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1.- Se¢ prepara un minigel de agarosa al 1.0-1.2% en amortiguador Tris-boratos (Tris-HC!1 45
mM [pH 8]. | mM EDTA). La concentracion de agarosa va a depender del iamano de las
moléculas de DNA a separar. Se calentd a ebullicion en un horno de microondas. Cuando la
agarosa estuvo completamente derretida y la temperatura de la mezcla era de 60°C. se agregd
bromuro de ctidio (solucidn stock de 10 mg/mi en agua) a una concentracion final de 0.5 pg/ml
¥ sc mezcld. La mezcla se vacio sobre el molde del gel con el peine puesto. Esto sc hizo con
mucho cuidado para evitar que se formaran burbujas en el gel o bicn entre los dientes del peine.

2.- Una vez quc ia agarosa gelificé (30-45 min), se retiré el peine cuidadosamente. E! gel se
colocd en el aparato de electroforesis HE33 Horizontal Submarine Unit (Hoefer Sci. Inc.). Se
utilizé amortiguador TBE 1X como solucién de corrida, en una cantidad suficiente para cubrir
completamente el gel.

3.- Sc prepararon las muestras de DNA adicionando amortiguador de carga quedando a una
dilucion 1X (azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 0.25%, sacarosa al 40% en agua etéril).
Las muestras se cargaron con cuidado en los pozos del gel con la ayuda de una micropipeta
automiitica.

4.~ Es importante poner un control de peso molecular, éste puede ser ADN del fago A digerido
con Eco R1, Hind 11 o bien con Eco Rl /Hind 11, asi como una alicuota del plasmido sin cortar,
para confirmar que la migracién del DNA cortado si corresponde a la migraciéon de DNA lineal.

5.- Para separar ¢l DNA en el gel se aplicé una corriente de 60 volts aproximadamente por dos
horas (los fragmentos correran hacia el polo positivo). La corrrida terminé cuando la banda de
azul de bromofenol se encontré a dos centimetros del borde anddico del gel ya que bajo estas
condiciones, ¢l colorante migra con moléculas de ADN de unos 300 pb de longitud.

6.- Los patrones de restricciéon fueron observados en transiluminador de Juz ultravioleta de onda
corta (UVP, INC)

7.- Se tomo una fotografia para registrar y analizar la restriccion.

VIL16. Transferencia por capilaridad de DNA a membranas de nylon o soporte sélido

(Southern, 1975, Sambrook er al., 1989)
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Los andlisis de DNA por hibridacion son usualmente realizados en un soporte solido
(nitrocelulosa o nylon) en el cual se ha transferido DNA que ha sido desnaturalizado iz sirn. E
procedimiento que se sigue es el siguicente:

1.- Sc corta Ia membrana de nylon (Gene Screen ™) del mismo tamaio que ¢l gel.

2.- La membrana sc humedece en agua destilada por 40 segundos.

3.- Esta s¢ equilibra en SSC 10X (NaC! 3M, Citrato de sodio 0.3 M) por 15 minutos.

4.- El gel se coloca en una solucion de HCI 0.25 N por 15 min en agitacion constante.

5.- Se lava ¢l gel con agua desionizada con ¢l {in de remover el exceso de HCL.

6.- Sc¢ coloca el gel en una soluciéon desnaturalizante (NaOH 0.4 N/ NaCl 0.6 M) por 30 min
con agitacion constante.

7.- El gel se lava dos veces con agua estéril por S min.

8.- Posteriormente se coloca el gel en una solucidén amortiguadora (NaCl 1.5 M 7/ Tris-HCI 0.5
M [pH 7.5]) a temperatura ambiente por 30 min con agitacion.

9.- El gel se enjuaga en agua estéril,

10.- Sobre un molde pyrex rectangular se coloca una caja de petri y encima de ella una placa de
vidrio de un tamaflo mayor que ¢l gel que se transfiere.

11.- Se cortan tres piczas de papel 3 MM Whatman del mismo ancho del gel y de una longitud
que le permita tocar la solucion de transferencia (SSC 10X) que se encuentraba en un pyrex.
12.- Las tres piezas de papel se humedecen con la misma solucién de transferencia y se colocan
una por una sobre la placa de vidrio, evitando que queden burbujas entre el papel y el gel.

13.- El gel se coloca encima de ellas con la parte superior hacia abajo, evitando dejar burbujas
entre ¢l papel y el gel.

14.- La membrana de nylon previamente humedecida en agua estéril (20 min), se coloca sobre
¢l gel cuidando de no atrapar burbujas.

15.- Tres piczas de papel 3 MM del mismo tamaiio del gel se colocan sobre la membrana de
nylon. T

16.- Se apila papel absorbente (periodico) del tamaiio del gel, encima de los papeles filiro. Una
altura de 10 em es suficiente. Se pone un peso de aproximadamente 500 g por encima del papel

absorbente.
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17.- El pyrex debe contener aproximadamente 500 m! de solucion de transferencia (SSC 10X).

La transferencia sc deja de 12 a 18 horas,

18.- Una vez que la transferencia se lleva a cabo se retira la membrana del gel, se coloca en una
soluciéon de NaOH 0.4 N por 1 min y se agita suavemente.

19.- La membrana se neutraliza en Tris-HC1 0.2 M [pH 7.5], SSC 1X por un minuto.

20.- Se lava la membrana en SSC 2X para eliminar los residuos de agarosa y se seca sobre un

papel filtro. E! DNA e¢s fijado a la mmembrana por radiacion ultravioleta a 120,000 J/em? por dos
minutos.

ViL17. 1 ion a alta
Esta técnica se utiliza para infectar bacterias hospederas de Echerichia coli con el

bacteriéfago A y asf lograr obtencr DNA de fago A que se utilizard como control negativo en
las reacciones de amplificacion por PCR, debide a que la bibliotcca se encuentra clonada en
fago A (A ZIPLOX)

1.- Una asada de bacierias hospederas Y1090 es cultivada en 10 m! de medio liquido (LB)
suplementado con maltosa % y MgCl; 10 mM, por 8 h a 37°C, con agitacion.

2.- En un matraz de 1500 ml con 250 ml de medio liquido NZY se inocula un mi del cultivo de
bacterias hospederas Y1090. Se incuba a 37°C con agitaciéon vigorosa (250-300 rpm) hasta que

la densidad &ptica del cultivo fuc de 0.5 2 600 nm (3-4 h)
d. 10°-107 ufp (unidades formadoras de placas) del

3.- El matraz se i la con aproxi
bacteriéfago A y se i con la i
hasta que ocurra la lisis (dejar toda la noche).

4.- Se adicionan al matraz 5 ml de cloroformo para terminar de lisar las células que adin no se
d idad: ite la fase a

bacion a 37°C con agitacién vigorosa (200-250 rpm)

hubieran lisado y se continua agitando por 20 min. Se

tubos corex .
5.- Se centrifuga por 10 min a 12000 x g en rotor JA-20 a 4°C recuperando e} sobrenadante.

6.- Para 50 ml de liquido con fago, se adicionan 10 ul de DNAsa 5 mg/ml y 25 ul de RNAsa 10

mg/ml se incuba por 2 h a 37°C sin agitacién.
7.- Se centrifuga 1.5 hrs a 43000 x g (en rotor 60 Ti) a 4°C.
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8.~ Se remueve cl sobrenadante ¢ invierte ¢l tubo en papel absorbente.

9.- La pastilla translicida del fago fue resuspendida en 200 ul de Tris-Cl 0.05 M [pH 8].

10.- La solucién fue wransterida a un tubo de microcentrifuga y se adicionan 200 pl de fenol
(saturado con Tris pH 7.3).

11.- Se agita durante 20 min ¢n vortex y centrifuga 6 min en microfuga, recuperando la fase
superior y adicionando 200 pl de fenol, se agita 20 min y centrifuga 10 min en microfuga. Se
recupera la fase superior.

12.- Sc agregan 200 ul de cloroformo., se agita en vortex por 20 min y se centrifuga tres min
recuperando nucvamente la fase acuosa superior.

13.- A la fase recuperada, se le adicionan 20 pl de > de Na 3 M [pH 4.8]. Se precipita con

dos voliumenes de etanol frio por 40 min a temperatura ambiente y posteriormente se centrifuga
durante 15 min.

14.- La pastilla se lava dos veces con etanol al 70%.

15.- En el ultimo lavado se deja la pastilla perfectamente seca y se resuspende el DNA con
buffer TE [pH 8.0] o bien con agua estéril (50 pul).

16.- La cuantificion del DNA se realiza tomando 1 ul y aforando a 100 pul para poder leer en el
espectrofotometro a 260 y 280 nm. Posteriormente se carga una alicuota de DNA sin digerir en
un gel de agarosa separandose por clectroforesis. Se observa en transiluminador. Posteriormente

otra alicuota se digiere con enzimas de restriccion.

VIL18. Aislamiento de RNA con tioci de idina (Ch ynski and Sacchi, 1987).
La razén mas un para el aistami de RNA es la idad de 1 el

la expresion tejido especifica y la cantidad relativa de mensaje. La extraccién de RNA y la

hibridacion tipo Northern es una alternativa para lograr conocer el mensaje de alguna proteina
en particular, saber en que tejido se encuentra expresandose y en que determinado momento del
desarrollo de un organismo.

Al trabajar con RNA se deben tener cuidados especiales ya que es una molécula muy

1abil y ible a degradacién. La mayor fuente de problemas al aislar RNA proviene de las

ribonucleasas que son enzimas muy estables y que no requieren de cofactores. Para evitar
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probi de contamil ién, todos las soluciones usadas deben tratarse con dietilpirocarbonato

{DEPC) que inactiva las ribonucleasas. EL material de plastico debe esterilizarse por al menos
30 min y el material de vidrio hornearse a 300°C por al menos cuatro horas (Strommer ¢f al.,
1993). Otros cuidados son, el emplear siecmipre guantes y trabajar cerca del mechero.

1.- Un g de 1cjido de vaina de frijol, de los diferentes dias muestreados (7, 14, 21 y 28 dias
después de floracion {ddf]) se tritura con nitrégeno liquido en un mortero pre-entriado. hasta
obtener un polvo fino.

2.- Se adicionan 10 ml de solucién D (tiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio 25 mM [pH
71, Sarcosyl 0.5%, 2-mercapto etanoi 0.1 M), se mezcla perfectamente.

3.- Se adiciona 1 ml de Acetato de Sodio 2 M [pH 4] y se mezcla.

4.- Sc agregan 10 ml de fenol saturado con agua y se mezclan,

5.- Se adicionan 2 ml de cloroformo-alcohol isoamilico.

6.- Esta suspension final se agita vigorosamente por 10 seg.

7.- Se incuba en hielo por 15 min.

8.- Se centrifuga a 10000 rpm por 20 min a 4°C.

9.- La fase acuosa se transfiere a nuevo tubo y se afiade 10 ml de isopropanol helado, se mezcla
€ incuba por | h a -20°C.

10.- Se centrifuga a 10000 rpm por 20 min a 4°C.

11.- La pastilla de RNA se resuspende en 3 ml de solucién D.

12.- Se precipi diendo un vol de isopropanol e incubando por 1 h a -20°C.
13.- Sc centrifuga a 10 000 rpm por 20 min a 4°C.
14.- La pastiila se lava con 10 m) de etanol al 75%, centrifugando 15 min a 10 000 rpm.

15.- La muecstra se resuspende en 0.5 ml de agua tratada con DEPC.

VII.19. Electroforesis de RNA en si d i (Th 1980)
Geles de

1dehid,

ra y for

son los dables para as de RNA y para
usarse con membranas Hybond cargadas positivamente para lograr una transferencia mas
eficiente del RNA.
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Para poader efectiuar el andlisis de los cambios en los niveles relativos de los trascritos. es
muy importante ascpurarse de que sc carge iy misma cantidad de RNA en cada carril del gel. de

detectadas Gnicamente a la cantidad de mensaje.

manera que sea posible atribuir las diterenci

1.- La preparacion de muestras de RNA sc¢ hizo en el siguiente orden.

RNA (volumen final 30 ug en 6 pnl )
Formamida (dcionizada) 125l
Amortiguador MOPS 10X 2.5 ul
Formaldchido (37%) +.0nl

MOPS 10X (0.2 M acido sulfonico. 0.5 M acetato de sodio pH 7. 0.01 M Na,; EDTA)
2.- Se incuba el RNA 5 minutos a 65°C.
3.- Colocar en hiclo y adicionar 2.5 ul de amortiguador de carga (Glicerol 50 % (v/v), Azul de
bromofenol 0.1 mp/ml, Xilen cianol 0.1 mg/mi)

4. El gel de agarosa fue preparado de la siguiente forma

Agarosa 1-1.5
Buffer MOPS 10 X 10ml
Agua estéril 75 ml

Esta mezcla sc calienta en horno de microondas hasta disolver la agarosa.
5. Sc verifica el volumen y se ajusta a 83 ml para un volumen final de 100 ml.
6. Se espera a que Ja agarosa se enfrie (45-50° C) y se adicionan 17 ml de formaldehido (37%)
se mezcla y se vacia inmediatamente en €] molde del gel para que polimerice.

7. El gel se corre en amortiguador MOPS 1 X por 4 h a 50 volts

V15.20. Transferencia de RNA por capilaridad a membranas nylon Hybond N+

En la transferencia de RNA ¢l gel no requiere un tratamiento de desnaturalizacién como
en el DNA y esto debido a que el gel de RNA ¢s desnaturalizante. Por lo tanto la transferencia
se realiza como estd descrito en la téenica de transferencia de DNA (VIIL.12) con la variante de
que para RNA comienza a partir del paso 10.
1.- Sobre un molde pyrex rectangular se coloca una caja de petri y encima de ella una placa de

vidrio de un tamaifio mayor que el gel que se transferird.



2.- Se cortan tres piezas de papel 3 MM Whatman del mismo ancho del gel y de una longitud
que le permita tocar la solucion de transferencia (S§SC 20X ) que se encuentra en el pyrex.

3.- Las tres piczas de papel se humedecen totalmente con la misma solucion de transferencia y
se colocan una por una sobre la placa de vidrio, evitando que quedaran burbujas entre ¢l papel y

el gel.
4.- E! gel se coloca encima de cllas con la parte superior hacia abajo, evitando atrapar burbujas

entre el papel y el gel.
5.- La membrana nylon Hybond-N~ del mismo tamaiio del gel previamente humedecida ¢n agua

estéril (20 min.). se coloco sobre el gel sin atrapar burbujas.
6.- Tres piczas de papel 3 MM del mismo tamano del gel se colocan sobre la membrana de

nylon.
7.- Sec apila papel absorbente (periodico) del tamaiio del gel, encima de los papeles filtro, un
grosor de 10 cm es suficiente. Se pone un peso de aproximadamente 500 g por encima del papel

absorbente.
8.- El pyrex tiene aproximadamente 500 ml de solucion de transferencia (SSC 20 X). La

transferencia se deja de 12 a 18 horas.
9.- Una vez que la transferencia se lleva a cabo (12-18 hrs) se retira la membrana del gel y se

lava la membrana en SSC 2X para eliminar los residuos de agarosa. La membrana se deja
brana por radiacién ultravioleta a 120,000

secar sobre papel filtro y ¢l DNA se fijaa la

J/em? por dos minutos. e
es recomendable guardar los filtros envueltos en papel 3MM y dentro de una bolsa de

) PRI 4
an

Nota:
plastico o bien en una cidmara de vacio si no se p
La hibridacion de estas membranas se realiza de acuerdo a la descripcién del punto

VILS6.

43



VIiil. RESULTADOS

1. Western-blot

Al realizar el analisis por Western blot de las clectroforesis con las muestras problema,
no se observo un reconocimiento de los anticuerpos de PEPC de maiz con la proteina PEPC de
frijol empleando 10, 15 y 20 ntg de proteina total extraida de hoja de frijol. Por esto se decidio
incrementar la cantidad de proteina en los geles a 30 y 40 ng de proteina total y con esta
concentracion si se logré un reconocimiento de una banda de aproximadamente 100 kD
semejante a la banda control de maiz. Sin embargo, el reconocimiento no fue del todo claro ya
que la banda se observaba un poco barrida y también habia un fondo inespecifico contrario a lo
que se observa en el carril con maiz en donde se nota una banda especifica y sin fondo
inespecifico. Aparte del control que fue extracto total de de hoja de maiz también se utilizé
como control proteina pura PEPC de germen de trigo (Boehringer), la cual también mostré un
cruzamiento especifico. Una modificacion que se realizd en los siguientes Western fue el
revelado, el cual se realizd con el Kit ECL (Amersham). Los resultados obtenidos son
mostrados en la Figura 4.

L a inmunoelectroforesis se repitid varias veces para tratar de determinar las condiciones
para obtener un mejor cruzamiento. Esto no se pudo lograr, ya sea debido a que habia muy poca
PEPC en los extractos totales de frijol, o porque el anticuerpo no reconoce a PEPC de frijol. En
base a estos resultados, si se utilizaran anticuerpos contra PEPC de maiz en el escrutinio de la
biblioteca de cDNA de frijol, no sabemos si seria posible lograr identificar clonas positivas. Por
tal motivo, se decidié cambiar la estrategia para el sondeo de la biblioteca y fue mediante

hibridacion convencional con una sonda de DNA marcada con **P,

VIIL.2. Primer escrutinio

En este primer escrutinio se plaquearon seis cajas de petri grandes con 50,000 placas
recombinantes por caja. Se empled como sonda el fragmento de 650 pb correspondiente a PEPC
de frijol (pPvPEPC) marcado readiactivamente (Figura 5). En la primer ronda se aislaron seis
clonas y se diluyeron en 1 ml de PDB. Se determino el titulo de cada clona para poder plaquear
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en una densidad adecuada. En la segunda ronda de cada caja se aislaron tres placas positivas y

nuevamente se plaquearon con una menor densidad para ir purificando estas clonas y en esta

kD

180~e--.

116mmmm

7 p——
Figura 4. R Itad del lisi de i ] oforesis para determinar el
reconocimiento de PEPC de frijol empl d pos contra PEPC de maiz. HM
proteina de hoja de maiz (15 ug). HF proteina soluble de hoja de frijol (40 pg), y T Spg de
PEPC purificada de trigo (Boehringer). Los anti pos se emp on en una dilucion

1:200 y se revelé con el kit ECL (Amersham).

tercer ronda se encontré que casi todas las clonas hibridaban y en este paso se¢ procedio a
purificar cuatro clonas mas, representativas de cada caja es decir las gue mostraran una mejor
hibridacién y las que se encontraran mas separadas entre si para evitar que se diera una
contaminacion con otras clonas cercanas.

De estas clonas se procedio a realizar la escision in vivo para obtener el plasmido pZL1 y
a partir de éste cortar con BamHI y Smal para liberar los insertos, los cuales, al observar en gel
de agarosa mostraron un la‘maﬁo de aproximadamente 2.5 kb (Fig. 6 A) que nos indicaba que era
una clona con un tamafo cercano al tamaiio del gen reportado de PEPC que es de 3.5 kb. Para

confirmar que estas clonas eran positivas se procedio a transferir el DNA de las clonas del gel a
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un soporte solido de nylon, para posteriormente hibridarlo con la misma sonda homéloga de

PEPC de frijol con la que se realizo el escrutinio de la biblioteca (Fig. 6B). En la Figura 6B se

pb

4300----—-
2000--—---
oY Jo—

Figura 5. Gel de agarosa para observar el inserto leado como i) Liberado del

vector pTZ18 con las enzimas Eco Rl y Hind ITL. Carril I, 6 marcador DNA de A cortado
con Hind 1L Carriles 2, 3, 4, § inserto de 650 pb.

muecstra la pelicula obtenida de la hibridacion de las clonas positivas, en las que se observa
hibridacion con los insertos, lo cual confirma que las clonas pueden ser positivas.

Para confirmar lo anterior es necesario secuenciar los insertos de cDNA, para descartar
falsos positivos o bien saber si se tiene un fragmento de la PEPC de frijol. Se Hlevd a cabo la
secuenciacion de) extremo 3'de estas clonas, la cual fue realizada en Universidad de California
en Berkeley por la Dra. Herminia Loza. Las clonas resultaron ser falsas positivas porque al
obtener la secuencia y compararla con secuencias reportadas en el GeneBank no mostraron
homologia con las PEPC descritas (su secuencia fue parecida a la de una proteina viral). Por lo
tanto, se decidio realizar un nuevo escrutinio. Sin embargo, en base a la hibridacion se piensa
que si tenemos clonas positivas y que habria que intentar secuenciar el otro lado del cDNA para

realmente confirmar que no corresponde a 1a PEPC. Esto en base a que los extremos 3’ no
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traducibles presenten baja homologia entre genes con secuencias codificadoras de alta

homologia. por lo que habria que analizar esas clonas con mas cuidado.

Figura 6. A) Anilisis de restriccion de los productos de escision in vivo de AZIPLOX de
dos cl de Ia bibli de cDNA. Carril 1, DNA de A cortado con Hind [1l. Carril 2,

clona 1 sin cortar. Carriles3 y 4, clonas 1y 2 corladas con Bam HI/Sma |, para liberar el
id S h blot de estas clonas

mserto tlonado en el vector pZLI1. B) Hi por
3. ologa de PEPC de frijol pPvPEPC. Carril 5, clona 1 sin cortar.
Carnl 6y 7cl 1 ¥y 2 resp i sin cortar
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VI3, Segundo Escrutinio. Escrutinio por PCR seguido de hibridacién convencional.

Esta téenica combinada de PCR se uso ¢n la primera ronda del segundo escrutinio previo
a la hibridacion convencional. Para esto se plaquearon 400,000 ufp y de estas cajas se
obtuvieron dos tiltros uno para hibridacion y otro para PCR el cual se dividid en 6 secciones a
manera de pastel. Después de colocar la membrana sobre la caja se esperaron dos minutos para
que se transfiriera el DNA de los fagos el cual se eluyé con PDB de cada seccion. Al eluido se

le hicieron lavados con fenol-cloroformo y de esta solucién se procedid a realizar los PCRs

1
P

do los oligc ledtidos descritos en la secciéon VIL8. Los productos amplificados se

corrieron en geles de agarosa al 1 %. En estos geles se observaron productos de un peso

aproximado al esperado de 650 pb (Fig. 7)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa donde se observan los productos de
amplificacién de PCR. Se utilizé el DNA de los fagos recombinantes, eluido de los filtros
de las cajas utitizadas en el seg do escrutinio. Carril 1, marcador de DNA de A cortado
con Hind 11}, Carriles 2, 3, 4, 5, 6, prod b idos de los eluidos de las cajas 1, 2, 3, 4

¥y S respectivamente.
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Este gel se transfirio a una membrana de nylon v se hibridé con la sonda homdloga
PEPC de frijol (pPVPEPC). Los resultados se muestran en la Figura 8. En esta tigura se observa
hibridacion con los productos obtenidos a partir de l1a elucion de algunas secciones de 6 cajas.
Con estos resultados obtenidos se procedié a realizar el’escrutinio por hibridacion convencional
con el segundo filtro La hibridacion se realizé a una temperatura de 63°C y confirma que hay
placas positivas en estas cajas. Estas clonas coinciden con ia secciones de las cajas positivas de
PCR. Se aislaron dos clonas por cada caja, se realizo Ia titulacion para conocer el titulo de los

fagos y plaquear a una densidad adecuada para poder realizar la segunda ronda del escrutinio.

Figura 8. Hibridacié di hern de los pr de " plifi ién por PCR de
Ias cajas con fagos del segundo escrutinio. Carril 1, caja L. Carril 2, caja 2. Carril 3, caja
3. Carril 4, caja 4. Carril 5, caja 5. Hibridacién con sonda homaloga de PEPC de frijol.

En esta ronda nuevamente se repitié la hibridacion de clonas y se realizod la tercer ronda
para purificar las clonas positivas se aislaron clonas y por ultimo se realizdé una cuarta ronda con

una densidad baja con la finalidad de obtener clonas positivas individuales y puras para poder
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aislarlas facilmente y asi emplearlas en los analisis posteriores. En la Tabla 4 se muestra la

totalidad de clonas aisladas de los escrutinios llevados acabo.

Método de escrutinio | No. de rondas No. de clonas
Primera )
Primer escrutinio Hibridacion Segunda 18
Tercera 30

2 secuenciadas

Segundo escrutinio PCR Una 6 cajas positivas
Hibridacion Primera 8
Segunda 16
Tercera 32
Cuarta 20

Tabla 4. Clonas aisladas en Ias rondas de los escrutini

VIilL4. Northern-8Blot

El segundo objetivo del presente trabajo fue analizar la expresién de la PEPC en
diferentes tejidos de la planta de frijol. Para llevar a cabo dicho objetivo se procedié a extraer
RNA de hoja, tallo, raiz y vaina de 7, 14, 21 y 28 dias después de la floracion. Se calibro la
cantidad de RNA a cargar en los geles por medio de cuantificacion espectrofotométrica y
observando geles de agarosa en transiluminador con las concentraciones apropiadas hasta
coincidir con la cantidad obtenida por espectro y por observacion en fotos de geles de
calibracién. Una vez calibrada la cantidad de RNA de todas las muestras se procedid a realizar

electroforesis desnaturalizante cargando los carriles con 50 ng de RNA. El RNA de estos geles
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fue transferido a membranas de nylon e hibridado con la sonda homéloga de pPvPEPC de
acuerdo a como se describe en el punto VI1.6.
Analizando los resultados de los Northerns se observa que en vaina de 7 dias se presenta

un transcrito abund, de aproximad: : 3 kb el cual decrece en vaina de 14 y permanece

mas o menos estable en el muestreo de 21 y 28 ddf. En esta hibridacion se analizaron tambien,
RNAs obtenidos de hoja, tallo y raiz de frijol. En hoja se observa gran cantidad de mensaje,

mientras que en tallo la cantidad es muy baja y en raiz no es detectable (Fig. 9).

HF T R v7 via v2i vas

3 kb--—>

Figura 9. Northern-blot de RNA total de varios tejidos de frijol. (HF) hoja de frijol, (T)
tallo, (R) raiz, V7, Vi4, V21, V28 vaina de frijol de diferentes dias después de 1a floracién.
La hibridacion se realizé con sonda homaéloga de frijol como se describe en Materiales y
Meétodos. Cada carril fue cargado con SO ug de RNA.
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IX. DISCUSION

Escrutinio de la bibli de cDNA de vaina de frijol para aislar el gen de Ian PEPC.

Cuando se esta interesado en buscar un gen que se expresa en cierto tejido un escrutinio
de una biblioteca de DNA complementario es la tactica adecuada. Este seria el primer paso para
lograr el objetivo del aislamiento del gen de la PEPC que se expresa en vaina de frijol. Para
lograr ese objetivo, empleamos una biblioteca que fue construida en nuestro laboratorio
(Hernandez, 1995) a partir de RNAm expresado en vaina de frijol de 7 dias después de la
floracion. Se si izdo DNA compl io pl do la Transcriptasa Reversa SuperScript 11
(RT) (GIBCO 200 U/ul) y el cDNA se clond en el vector A ZIP-LOX. Este sistema tiene la

ventaja que permite realizar 1a excision in vivo con el fin de ob DNA pl: idico de PZL.1

de donde a su vez, se pueden extraer los insertos cl dos mas facil que pl do DNA

de fago, y facilitando el trabajo pues se evita la subclonacion del cDNA de interés.

Teniendo la biblioteca de cDNA de una buena calidad el sigui punto determi en

el alcance de nuestro objetivo es la estrategia empleada en el escrutinio de la biblioteca. Otra

ja que pri el de ZIP-LOX e¢s que el cDNA se encuentra clonado bajo la
direccion de un promotor inducible por IPTG (B-galactosidasa). lo cual brinda la posibilidad de
efectuar el escrutinio con anticuerpos anti-PEPC. Por esa razéon y debido a que contabamos con
anticuerpos contra PEPC de maiz, primeramente se realizaron pruebas para determinar si el
anticuerpo reconocia a la proteina PEPC de frijol. Después de muchas pruebas no se logré
obtener un buen cruzamiento y se optd por realizar el escrutinio por otro medio. Por tal motivo
se decidio realizar el escrutinio por hibridacion con una sonda homéloga la cual fue producida
en nuestro laboratorio por Ayala en 1996, por medio de la técnica de amplificacion por PCR a

partir de cDNA de la biblioteca de vaina de frijol.

Contando ya con una sonda h ologa se on los escrutinios por medio de
hibridacién convencional con la sonda marcada radiactivamente con *?P. En esta seccion el
punto importante fue definir las condiciones de hibridacion (Tiempo y Temperatura) y esta
eleccion es en base a ensayos previos de hibridaciones con esta sonda. Después de estas pruebas
la temperatura de hibridacion que se eligio fue de 63° C y un tiempo de 20 h. En base a el titulo

de la biblioteca se tiene que definir la densidad a plaquear y en nuestro caso partimos de
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300,000 clonas recombinantes divididas en seis cajas de petri grandes con 50,000 placas por
caja.

Se realizaron dos rondas de escrutinio de la biblioteca empleando sonda homologa de
frijol, plaqueando un total de 900,000 clonas recombinantes de las cuales se aislaron 30 clonas
positivas en los dos escrutinios. Se realizo la escision in vive de 10 de estas clonas y se
realizaron cortes con enzimas de restriccion con los cuales se observo que el tamafio de estos
insertos fue variable, encontrando clonas de entre 1 y 2.5 kb. Es importante mencionar que al
secuenciar las clonas positivas obtenidas en este primer escrutinio y alinearlas con otras
secuencias de PEPC reportadas, no presentaban gran homologia. Sin embargo,
desafortunadamente estas clonas no pudieron ser analizadas con mas detalle, ya que debido a
que fueron secuenciadas en el extremo 37, cabria la posibilidad de que no se haya llegado a
secuenciar la region codificadora y que la region no traducible esté poco conservada.

Independientemente de esto, se decidio realizar un segundo escrutinio, primeramente por
medio de PCR y aqui se emplearon seis cajas las cuales se plaqueron con 50,000 clonas

recombinantes cada una. Los filtros levantados de cada caja se dividi en seis i y de

cada seccion se tomo el eluido, el cual se empled como molde en la reaccién de PCR. Los
productos de PCR se corrieron en geles de agarosa y fueron del tamafio esperado (650 pb).
Estos se transfirieron ¢ hibridaron con la sonda homologa observandose una hibridacion de los
insertos en las secciones de las seis cajas (Fig 6). En esta figura solo se observa de cinco cajas.
Esta hibridacion indica que en cada caja hay clonas positivas. Por esta razon se decidio
continuar el escrutinio con hibridacién convencional y en este escrutinio se encontraron clonas

positivas las cuales se purificaron hasta una tercera y cuarta ronda de escrutinio. De estas clonas

positivas se aislaron las clonas representativas y se realizo escision in vivo. El tamaiio de estas
clonas fue de 1 a 2 kb. Con esto se termino e} trabajo con resp al aislamiento de cl
T bi que cc un frag: o bien el gen completo de PEPC y como en nuestro

caso en base a el tamaiio de los insertos podriamos decir que no se tiene el gen completo y que
una posibilidad de encontrarlo completo seria el sondear nuevamente la biblioteca de cDNA
empleando como sonda la clona con el mayor tamaiio de cDNA, tambien seria posible emplear

la técnica de Extension de Primero, con lo cual seria factible lograr tener la clona completa
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(Boni 1993). En conclusion sobre el escrutinio se puede decir que en este trabajo lograron
aislarse clonas positivas que presentan una secuencia del gen que codifica a PEPC, faltando por

confirmar por medio de la secuenciacion que tan parecidos son los genes aistados, con las otras
secuencias ya reportadas en el GeneBank.

Expresion de PEPC en diferentes tejidos la planta de frijol.

Con respecto a los analisis de expresion de los mensajes de la PEPC, se observo que la
sonda empleada detectd un RNA complementario en tejidos de tallo, hoja y vaina de frijol. En
raiz, no fue posible d lap

de este RNA aunque se sabe que la expresion de PEPC
durante el p. del blecimi de la simbiosis con Rhizobi

. €s un punto determinante
en el éxito de esta relacion y esta enzima se encuentra en niveles aitos en noédulos
meristematicos de alfalfa, en zona de infeccion y en tejidos vasculares (Pathirana 1997). Al no

I '

lo qui sea

debid,

a que el gen que se expresa en raiz de frijot corresponda a alguna
isoforma que la sonda pleada no d

esto seria muy extraflo considerando la
naturaleza de la sonda (regién de unidn al substrato).

En los tejidos en los que se detecta el mensaje, se observa un RNA de aproximadamente
3 kb, tamaifio un poco menor al determinado para otras especies. Por ejemplo, en raiz de maiz
se ha determinado un tamafio de 3.5 kb (Mark, 1986). En hojas de maiz se ha detectado un
mensaje de 3.5 kb el cual coresponde a el gene que codifica a la isoenzima involucrada en
fotosintesis C4 (Richard, 1989)

En hoja se presenté una abundante cantidad de mensaje que se observa con un tamafio
ligeramente menor al observado en vaina. Esto no se analizd con mas detalle, pero seria
intercsante definirlo. En hoja se observa ademas, una ligera hibridacion con otra banda de
mayor tama;o; aproximadamente 3.8 kb. Esto es interesante ya que podria estar relacionado con
los datos obtenidos en el laboratorio de la Dra. Rosario Mufioz. quien al tratar de purificar
PEPC de hoja de frijol aislan dos formas de diferente peso molecular. (XVIII Reunion de
Bioquimica Vegetal, Morelia Michoacan 1993). Sin embargo, no ha queda claro si estas dos

formas son independientes o interconvertibles. Sera posible realizar estudios mas detallados

5S4



para definir esta incognita cuando se tenga un fragrmento de DNA de PEPC de frijol de mayor
tamaiio. ’

La expresion de PEPC en tallo no ha sido descrita detalladamente, solamente hay un
estudio en Glycina max en donde se observa que el correspondiente mensaje esta presente en un
nivel similar en hoja, tatlo, raiz y semillas en desarrollo (Sugimoto, 1992). Pero los datos de

este trabajo indican que existe una casi nula presencia de este mensaje en este tejido.
a los 7 ddf. Sin embargo,

iend mas o

En tejido de vaina, la mayor idad de je se pr
idad de ese je es ",

conforme madura este tejido la
estable a lo largo del desarrollo de la vaina (Fig. 9). A
-ado por A. Delgado (1992) cuando mide la actividad de la PEPC

Ii. do estos r y

P dolos con lo
de vaina de frijol, se observa que al! principio los niveles de PEPC debieron haberse
d lel a la actividad de la enzima. Sin embargo, la actividad continia

incr par
d d és del dia 7 que los niveles de RNA disminuyen. En ese estudio

ncr P

se observa que la maxima actividad de la enzima es alcanzada entre los 14 y 21 ddf. Aunque la

falta de informacion a cerca de los niveles de esta proteina en este sistema no nos permite hacer
una conclusién definitiva, si podemos sugerir que al principio del desarroilo de la vaina, existe
una regulaciéon a nivel transcripcional ya que la actividad de la enzima aumenta conforme

aL el RNA 0, pero que en etapas posteriores, la existencia de un control a nivel

traduccional o post-traduccional debe estar involucrado en la expresion de esta proteina.
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X. CONCLUSIONES

N

Las pricipales conclusiones obtenidas de este trabajo son:

. Se tienen clonas positivas que presentan una secuencia del gen que codifica la PEPC de vaina

de frijol, faltando por confirmar la secuencia completamente.

. El mensaje de PEPC de frijol es de aproximadamente 3 kb.
. El mensaje de PEPC de frijol fue detectado en hoja y vaina, claramente, muy ligeramente en

hoja y no se detecto en raiz.

. Al comparar la actividad de la PEPC en vaina de frijol con los niveles de mensajes presentes

durante su desarrollo es posible sugerir que muy probabl te estén funci do distintos
niveles de control de la expresion genética a lo largo del desarrollo de la vaina. Al inicio del
desarrollo, el control transcripcional es el mas evidente, mientras que en estadios posteriores,

el control trad i I o post-traducci 1, podria ser el principal punto de regulacion de la

actividad dc la enzima en vaina de frijol.

. Debido a que el frijol es una fuente de alimento importante en la poblacion Mexicana el

realizar este tipo de estudios podria brindar una alternativa para un posterior mejoramiento

del cultivo en base al conocimiento de las enzimas importantes en la fijaciéon de CO; durante

el desarrollo de la vaina.
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