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l. RESUMEN 

La Fostbenolpiruvato cnrboxilasa (PEPC) cataliza la fijación del C02 en 

fosfoenolpiruvato (PEP) para f"ormar oxaloacetato y fosf"ato inorgánico. La PEPC es una enzima 

importante por que se encuentra implicada en la fijación del C01 en plantas y algunos otros 

organismos. El producto de esta enzima tiene una función metabólica que depende del tejido y 

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

caso del frijol, la PEPC juega un papel 1nuy importante como proveedora de compuestos de 

cuatro carbonos que se introducen al ciclo de Krebs (función anaplerótica). los cuales pasan a 

formar parte de los aminoácidos (Andreo et a/.,1987; O'Leary, 1983). También se ha 

demostrado que Ja enzima PEPC presenta una alta actividad en vaina de frijol, cor.-elacionada 

con las condiciones que operan dentro de ésta: altos niveles de C02 , niveles relativamente bajos 

de clorofila y una penetración restringida de la luz a tr-avés del pericarpio. Sin embar-go, la ruta 

por la cual se lleva a cabo la reasimilación del C02 en vaina no es ciar-a. En el laborato.-io 

donde se realizó este trabajo se estudia Ja fosfoenol-piruvato carboxilasa de frijol para entender 

su regulación y su expresión genética. Los objetivos del proyecto global son analizar la 

secuencia de la PEPC de frijol, sus regiones reguladoras y determinar- el número de genes que 

codifican esta enzima. para así poder comparar el grado de identidad que existe entre la enzima 

de frijol y otras PEPC descritas. El objetivo de este trabajo. inserto dentro del proyecto global, 

fue aislar clonas de cDNA que codificaran la PEPC de vaina de frijol. realizando escrutinios de 

una biblioteca de cDNA de vaina de frijol de siete dlas después de la floración, construida en 

AZIPLOX por E. Hernández ( J 995). Este tipo de bibliotecas construida en el fago lambda, 

contiene en su secuencia un vector plasmídico multifuncional, el pZL 1, que puede ser escindido 

in vivo y ser propagado y analizado en bacterias. Se llevaron a cabo dos escrutinios con varias 

rondas de purificación. El primer escrutinio se realizó por hibridación convencional de placas 

partiendo de 300,000 fagos recombinantes. Se utilizó una sonda homóloga (pPvPEPC) marcada 

radiactivamente. con un tamaño de 650 pb Ja cual había sido p.-oducida por PCR y clonada en el 

vector pTZ J 8 en el sitio romo dado por Sma Y y en el otro sitio de restricción introducido Bam 

HI Ayala ( 1995). Después de varias rondas de purificación se aislaron dos clonas positivas 

cuyos insertos hibridaron con la sonda homóloga. La secuencia de estas clonas no mostró 



homología con la PEPC de ninguna especie. Para realizar la primer ronda del segundo 

e5crutinio se utilizó la 1écnica de PCR. El DNA cluido de filtros levantados de cajas con 

400,000 placas f"ue suje10 a un análisis por PCR empicando primeros para un fragmemo de 650 

pb de la región de unión al substraro de Ja PEPC. De este escru1inio resultaron varias cajas 

positivas, las cuales fueron posteriormente analizadas por hibridación convencional. De esle 

escrutinio se aislaron varias clonas posilivas las cuales fueron purificadas a través cuatro ronda 

de purificación. Estas placas positivas han sido escindidas in vil•o y su inserto ha sido 

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

posterior secuenciación. También se realizó un análisis de tipo Nonhern para determinar Jos 

niveles de expresión del mensaje en dif"erentes tejidos de la planta de frijol y durante diferentes 

momentos del desarrollo de Ja vaina. La sonda empleada permitió Ja detección de un mensaje de 

aproximadamente J kb en taUo. hoja y vaina, pero no en raíz. En hoja, el mensaje 

mayoritariamente expresado. parece ser ligeramente mas pequeño, observándose también una 

banda de muy ligera intensidad, que presenta un mayor tamai\o. En tallo Ja intensidad de la 

banda es muy ligera. casi imperceptible. En vaina se observa la mayor cantidad de mensaje 

presente a Jos siete días después de Ooración (ddO. esta cantidad dismimuye permaneciendo casi 

estable hasta el final del estudio (28 ddf). Esos resultados, comparados con los de actividad de 

PEPC de vaina. presentados por Delgado ( 1992) indican que muy probablemente estén 

f"uncionando distintos niveles de control de la expresión 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 traduccional o post-traduccional, podría ser el principal punto de 

regulación de Ja actividad de Ja enzima en vaina de f'rijol. 
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111. REVISION DE LITERATURA 

111.1 .. Fu11ción d1.• •~• l"osíoenol1Jiru'\·a10 carboxilasa 

La PEPC cataliza la P~carboxilación de PEP para producir oxaloacelalo (OAA) y fosf"ato 

inorgánico (0.Lcary.1983; Andreo ,_.,al, 1987). La reacción es esencialmente irreversible. La 

enzima requiere Hco·_, parn su activación, in \"i\'o es dependiente de cationes bivalentes. 

preferentemente J\lgz·, pero i11 vi1ro puede utilizar Mn 2
-+ o C02

' (O'Leary, 1983). 

Aparte de 1.a asimilación fotosintética del carbono, se han atribuido otras funciones a la 

PEPC tales como. proveer de compuestos de carbono al ciclo de Krebs (función anaplerótica) 

los cuales pasan a formar pane de aminoácidos, generación de NADH, refijación del C02 • 

asimilación de nitrógeno, síntesis de aminoácidos y mantenimiento del pH/electroneutralidad 

(Tirumala y Raghavendra. 1992). 

111.2. borornaas. 

Actualmente se conocen tres isoforrnas de PEPC en plantas superiores las cuales se 

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

cataliza la fijación del C02 en la primera reacción de Ja llamada ruta C4. La existencia de esta 

vía metabólica reduce la pérdida de energía originada por la fotorespiración, la cual ocurre en 

plantas CJ, y explica los altos rendimientos obtenidos en plantas C4 cuando son cultivadas en 

climas con altas temperaturas e intensidades luminosas. La isoforma CAM tiene también una 

función de tipo fotosintético. Está presente en plantas de tipo CAM las cuales son plantas de 

clima desértico y presentan su fijación de C02 durante la noche, cuando la planta abre sus 

estomas, evitando así la perdida de agua (Osmond, 1978, Hatch, el al., J 987). El malato 

producido a expensas del oxaloacetato producto de la actividad de PEPC, es empleado como 

donador de carbono durante Ja fotosintesis que se presenta durante el periodo luminoso. Por 

úhimo la forma de PEPC no autotrófica, de tipo anaplerótico tiene un papel muy importante en 

el abastecimiento de compuestos de cuatro carbonos al ci~Jo de Krebs. lo cuales pasan a 

constituir aminoñcidos (O"Leary, 1982; Andreo et al., 1987). Estas isoformas se distinguen 

además, por sus propiedades cromatognificas, inmunológicas y cinéticas. 

.. 



En hojas de sorgo se presentan dos isoformas de PEPC. una forma que ocurre en hojas 

etioladas. la cual presenta características tipo C3 mientras que la forma presente en hojas verdes 

muestra propiedades cinéticas y regulatorias de tipo C4. No e"'iste interconversión entre estas. lo 

que indica que cada forma es codificada por un gen diferente. Tres diferentes isofonnas han 

sido detectadas en hojas verdes, hojas etioladas y en raiz. de z,•a mays ademas de que cada una 

se encuentra codificada por un gen (Hudspeth and Gruta. 1989~ Schaffner and Sheen. 1992). El 

hecho que se presenten isoformas múltiples de PEPC sugiere que uno de los eventos mas 

imponantes durante la evolución de las plantas C4 fue el desarrollo de un mecanismo 

regulatorio para una expresión diferencial y específica de los genes de PEPC (Shaffner and 

Sheen, 1992) 

111.3. La fo1foenolpiruv•to c•rboail••• de vai•• de frijol. 

La planta del frijol (Pha ... ·eo/11s v11lgaris L.) ha sido clasificada dentro de la familia de las 

leguminosas y en México es una de las especies económicamente más importantes porque su 

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

contenido de proteínas es una excelente alternativa en la población mexicana para completar la 

ración de aminoácidos indispensable en la alimentación. 

Flinn et al. (1977) observaron en frutos de leguminosas. que la vaina contribuye con 

aproximadamente un 1 Oo/o al carbono de la semilla a través de la fijación del C02 respirado. lo 

cual es una cantidad considerable tomando en cuenta la producción total. Al analizar la fijación 

del C02 por medio de las enzimas fijadoras RUBISCO y PEPC en diferentes frutos. se observó 

que muy poco C02 atmosférico es fijado por medio de la RUBISCO. en relación con lo que 

fijan las hojas (Blanke and Lenz. 1989). En un trabajo realizado por Delgado ( 1992) en frijol, 

observó que la actividad de la PEPC se localizaba en mayor cantidad en tejido interno de la 

vaina. la alta actividad de la PEPC está relacionada con las condiciones que operan dentro de la 

vaina tales como: altos niveles de C02 , niveles relativamente bajos de clorofila y una 

penetración restringida de la luz a través del pericarpio. Esto apoya la hipótesis de que esta 

enzima juega un papel importante en la reasimilación del C02 respirado por la semilla, el cual se 

acumula en la cavidad de la vaina. Por otro lado, al proporcionar a la vaina 14C02 desde su 



cavidad interna observó que aparecían marcados los compuestos sacarosa. glicina, serina, 

almidón. aspanmo, glutamato y glutamina. Esto indica que el C02 se estñ fijando en el tejido 

interno de la vaina y que los esqueletos carbonados estñn siendo utilizados para la síntesis de 

almidón y aminoñddos (Delgado. 1992) 

Las características cinéticas de la PEPC de fruto difieren de la PEPC de otros modelos. 

Esto ha llevado a proponer que en frutos está ocurriendo un tipo de fotosíntesis caracteristico de 

este órgano el cual llamaron .. fotosintesis de fruto" (Blanke y Lcnz, 1989). Sin embargo. hasta 

la fecha no se ha definido si realmente la PEPC de fruto está funcionando fotosintéticamente. El 

hecho de que esta enzima tenga un papel anaplerótico imponante en algunos tejidos hace 

suponer que ésta podría ser su principal función en este órgano. 

111.4. Genes de I• PEPC 

Gran parte de los estudios en plantas están enfocados al análisis 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 complementario y genómicas que codifican 

a la enzima de especies C4. C3 y CAM así como de formas procarióticas (Tabla 1 ). 

Todas las secuencias de aminoácidos de PEPC de plantas superiores y formas 

procarióticas mencionadas en este estudio se encuentran en los bancos de datos (Swissprot. 

Genbank. etc). 

La PEPC-C3 esta compuesta de 967 aminoácidos en Glyci11e max (Sugimoto et al .• 

1992), 966 en Medicado sativa (Pathirana et al,. 1992). 964 en Nicotiana tahacum (Koizumi et 

al .• 1991), 956 en Sula#111m (Merkelbach et al .• 1993), 967 en Flaveria tri11ervic1 (Poetsch et al .. 

1991), 966 en Me ... :cmhrya11tlwm11m '-'t')~·•tali1111m (Cushman et al .. 1989). 960 en .\~orghum 

vulgare (Crétin el Cll,. 1991) y 970 en Zea may ... · (Kawamura e/ al .. 1992). 

En la Tabla 2 se muestra una comparación de sccuencins de aminoácidos de distintas 

PEPCs. En las secuencias de PEPCs de formas eucarióticas y procarióticas hasta el momento 

analizadas, se han encontrado regiones altamente conservadas que están involucradas en Ja 

unión a PEP y en la actividad catalítica (Jiao et al .• 1991 ). 
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111.5. ln1po1·tancin de las 1ec11icns de Biología molecular en el aislamiento de genes 

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

avances es la Biología J\1olecular (Schuler y Zielinski. 1989)_ Una de sus aplicaciones es la 

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

Tabla 1. E•pecies en las que •e han caracterizado clonas genómicns y de cDNA de 
PEPC.(Tomado de Ayala, 1996) 

E•pecie analizada For1nas de PEPC 
Tejido analizado 

Glycine ma:c CJ (semilla) 
Medicago ."ialiva CJ (nódulo de 

raíz) 
Nicoliana tabac"m Cultivo celular 
Mesemhrya11them11n1 CJ (hoja) 
cry.\"lalli11unr 
Flaveria pri11glie CJ (hoja) 
Saccharum hlhrido CJ (hoja) 
var.H 32-8560 

Sorgh"m vulgare CJ (hoja) 
Zeamays CJ (hoja) 

CJ (ralz) 

Me."iembrya111hem11m CAM(hoja) 
cry.ortalli1111nr 
Zeamays C4 (hoja) 

Sorghum bicolor C4 (hoja) 

Flaveria 1ri11ervia C4 (hoja) 
A11acy.·\"fi.s 11id11la11.\- Procariótica 

A11ahae11a variahi/is Procariótica 
E.\·cherichia coli P.-ocariótica 
Cory11ehac:teri11n1 Procariótica 
glutamic11n1 

ClonaGenómica 
ocDNA 
gmpp 16 
pPEPC-61 

pTJOI 
AMC4C 

pcFppc 
scpepcDI 

CP28 
pepcZm-2a 

pepcZm-3 

AMC4C 

pepcZm-1 

CP46 

pcFtppcl-1 

pLC20-10 
pUC-pp2 
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lzui et al. (1986); Hudspeth y 
Grula(l989); Vanagisawa y 
lzue (1989) 
Crétin et al. ( 1990); Lepiniec 
et al. (1992) 
Poetsch et al. ( 199 J) 
lshijima et al. ( 1992); Katagiri 
et al. (1985) 
Luinenburg y Coleman (92) 
Fugita el al. ( 1984) 
Eikmanns el al. ( 1989) 
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Tabla 2. Com11aración de secuencias de amino;icidos de dil"erenrcs PEPCs. Los "";llores 
indican el porcenraje de idenridad deh•rmhutdo por el alineantiento más l"a,•orable 
individualmenre para cada caso mediante el programa GENETYX. Gl)'cine llUL'\: (Gm). 
Nic11tinn11 t11b11cu111 (NO. Jl;te.·w?111hl')•a11tl1e1111111 crysta//in11111 (Me), Sargli11111 ••ulgare (S'\•) y 
Ze11 "'">'-'' (Zm). lsol"orma C3 (C3). lsol"orma C4 (C4). Tabla romada de Sugimoto et al .• 
1992. 

Especies GmC3 NIC3 McC3 SvC3 McCAM Sv L2C4 ZmC4 

S•·LI C4 71.6 71.8 72.6 72.8 70.3 74.6 86.6 
ZmC.a 78.8 77.4 78.9 78.5 75.7 70.0 
SvC4 83.7 82.4 83.6 84.5 80.3 
l\lc CAl\I 81.8 81.4 82.6 84.0 
SvC3 87.I 86.7 86.2 
McC3 86.9 88.3 
NIC3 87.6 

sobre el DNA. Esta disciplina se encarga de aislar genes. conocer su estructura y. por último, de 

introducir el gen .. purificado'' y eventualmente modificado en células de un organismo distinto 

al de origen (Davis. 1987). 

La manipulación genética se define como Ja formación de nuevas combinaciones de 

material heredable por la inserción de moléculas de ácidos nucléicos (producidos por cualquier 

medio fuera de la célula) en algún virus, plásmido bacteriano o algún otro vector que permita su 

incorporación dentro de algún organismo hospedero en el cual no exista naturalmente, pero en 

el que sean capaces de continuar propagándose (Old y Primrose, 1989). Una de las principales 

aplicaciones de la tecnologia de clonación de DNA es el aislamiento de genes específicos 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 tamaño que oscila entre 1011 y 1010 pb y un gen individual abarca 

en p.-omedio. de 3000 a 5000 pb de DNA. 

Una de las técnicas imponantes que ha permitido el desarrollo de la Ingeniería Genética 

es la c'!nstrucción de bancos o bibliotecas de genes. En estas bibliotecas se encuent.-a reunida la 



infonnnción genética de un organismo dentro de unos pocos centenares de miles de fagos o 

plñsmidos. Lns bibliotecas de cDNA son una herramienta básica muy útil cuando se requiere 

aislar un gen que se encuentra expresando en ciertos tejidos y en cierto periodo de desarrollo. El 

éxito en el aislamiento del recombinante deseado de una población de bacterias o fagos depende 

en gran parte de las estrategias de clonación y de sondeo empleadas. Una vez encontrada la 

clona recon1binante el siguiente paso es la secuenciación del gen. In cual dará información del 

tipo y número de aminoácidos. las regiones reguladoras importantes, los extremos 5 • y 3 ·, etc. 

En base a un alineamiento de esta secuencia con secuencias reportadas se puede comparar el 

grado de homologia existente entre esta proteína y otras descritas previamente. Por otro lado. 

también en base a la secuenci~ se pueden conocer los diferentes sitios reconocidos por las 

enzimas de restricción y realizar un mapa preciso de restricción del gen aislado. La información 

de la secuencia es un prerrequisito para poder planear una manipulación substancial del DNA. 

El aislar y secuenciar un gen pennite la posibilidad de manipular ese gen produciendo 

organismos transgénicas que, en el caso de especies vegetales. puedan emplearse con miras a un 

mejoramiento genético para incrementar el rendimiento en la producción de semillas o frutos y 

la resistencia a plagas y enfermedades (Tempe y Schell, 1987). ·· .. 

111.6. Tipo• de bibiotec•• 

La construcción de bibliotecas de genes representa un método de gran utilidad para 

cualquier investigador que esté tratando de esclarecer el papel que algún gen este desempei\ando 

dentro de algún organismo. 

De manera general ex:isten dos tipos de bibliotecas comúnmente usadas: 

Bibliotecas genómicas. Se construyen a partir del DNA total de un organismo. Este 

DNA se digiere con endonucleasas de restricción y los fragmentos son clonados en un vector 

seleccionado. La biblioteca debe contener un número abundante de clonas recombinantes para 

que exista la posibilidad estadística de que todos los genes se encuentran representados. 

Bibliotecas de cDNA. Se parte del RNA mensajero que se encuentra presente en algún 

tejido o tipo de células especificas y únicamente contiene copias de los genes que se encuentran 

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



Cormnción de puenles de hidrógeno entre las bases complementarias. generando hélices dobles 

de DNA. RNA e hibrido DNA-RNA. bajo condiciones de temperatura y fuerza iónica adecuada 

(Wahl et al .• 1987). 

Las técnicas de hibridación de iacidos nuclCicos constituyen una poderosa herramienta 

para la de1ección de cantidades sumamenle pequeñas (del orden de picogrnmos) de una 

secuencia dada. en una mezcla compleja de DNA o RNA. Estas técnicas se basan en el uso 

como .. rastreador .. o "sonda .. de un fragmento de ñcido nucléico que sea homólogo (parcial o 

totalmente complementario) al segmento de DNA o RNA que se desea identificar en la mezcla. 

Para esto la sonda debe ser marcada ya sea radioactivamente con 32P o con medios no 

radioactivos. 

111.9 Tipo• de sondas 

Para f"acilitar el escrutinio por hibridación con ácidos nucléicos. es muy útil contar con 

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

· usar sondas heterólogas que presenten una alta homologia con la secuencia que se está 

buscando. 

Por otr-a parte si no se cuenta con una sonda homóloga. esta puede ser obtenida por 

amplificación. mediante la reacción en cadena de Ja polimerasa (PCR). de un fragmento de 

DNA a partir de DNA genómico o cONA. Con este objetivo. se diseilan oligonucléotidos 

complementarios a las regiones mas conservadas del gen que se quiere aislar. 
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1\'. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES 

En base a los antecedentes mencionados en los puntos 111.1. llJ.2. 111.3 y 111.4 en el 

Dcpa11a111ento de Bioquimica de la Facultad de Química de la UNAJ\.1, se ha iniciado una linea de 

investigación en la que se plantea estudiar la Fosfoenolpiruvato carboxilasa de frijol desde el 

punto de vista de su regulación y expresión génica. Este proyecto tiene por objeto de1erminar el 

número de genes que codifican a la PEPC en vaina de frijol, analizar su secuencia y sus regiones 

reguladoras. así como comparar el grado de homología existente entre ésta y otras PEPC descritas. 

Parte de esta información podría dar indicios para proponer cual es la ruta metabólica que sigue el 

C02 fijado en el tejido interno de la vaina de frijol. 

Los avances logrados hasta ahora en esta línea de investigación han mostrado que la 

actividad de la PEPC en vaina de frijol disminuye a panir de los 14 días después de la floración 

(Delgado. 1992). En base a esto. se decidió construir una biblioteca de cDNA de vaina de siete 

días después de la floración en DNA del vector lambda de tipo ZIPLOX (Hernández. 1995). Este 

vector pertenece a una nueva generación de vectores en la cual la manipulación de los genes 

clonados se hace mas fácil ya que este DNA de lambda contiene un plásmido con un origen de 

replicación bacteriano funcional. Este plásmido bacteriano se puede escindir in vivo en una cepa 

bacteriana adecuada para tal efecto. Esto permite la .. subclonación automática .. del cDNA aislado. 

Al analizar los tamaños de los cDNAs clonados. se obsetvó que estos variaban entre 1 y 7 kb lo 

que es un indicio de la buena calidad de la biblioteca. 

Por otra parte. mediante el empleo de la técnica de PC~ se construyó una sonda homóloga 

de PEPC de vaina de frijol utilizando el cDNA de la biblioteca como molde (Ayala, 1995). 

Como primeros se emplearon oligonucleótidos degenerados correspondientes a secuencias que 

flanquean la región más conservada del gen. Esta región se detenninó al analizar las secuencias 

de diferentes genes PEPCs y corresponde a la zona de Ja enzima que une el fosfoenolpiruvato 

(PEP). El producto obtenido después de la reacción de PCR presentó el tamai\o esperado de 650 

pb. f'ué clonado en el vector pTZ 18 en un sitio .-orno dado por Sma t y del otro lado un sitio de 

rest.-icción introducido Bam HI. El fragmento fue secuenciado completamente para comprobar 

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

que se empleó como sonda pa.-a llevar a cabo el trabajo descrito en esta tesis. 
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V. 00.IETIVOS 

¡1) 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 expresión del mensaje del gen de la PEPC en diferentes tejidos de la planta de 

frijol mediante la 1écnica de Northern-blot empicando la sonda homóloga para PEPC de vaina. 

VI. ESTRATEGIA METODOLOGICA 

Vl.t. l:atratesias para realizar el escrutinio 

Debido a que nuestra biblioteca de cDNA de vaina de frijol fue construida en el vector 

A ZIPLOX el cual es un vector de expresión. una de las estrategia que podrían ser utilizadas 

para realizar el escrutinio de la biblioteca seria por inducción de expresión de los cONAs 

clonados. detectando la p.-oteína expresada empicando anticuerpos en contra de la PEPC. Para 

llevar a cabo esta estrategia se contaba con anticuerpos en contra de la PEPC de maíz. 

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

apanir de extractos crudos de frijol. se realizaron pruebas de tipo Western blot para 

determinar si el anticuerpo en contra de la PEPC de maíz reconocía Ja PEPC de frijol. Los 

resultados de este análisis son presentados en Ja sección VIII. 1. Debido a que ese anticuerpo 

no reconoció claramente a la PEPC en extractos de frijol, f"ue necesario emplear otra estrate8ia 

para realizar el escrutinio. 

Para esto. se decidió realizar el escrutinio por Southern blot (hibridación con ácidos 

nucleicos). La sonda empleada. pPvPEPC. fue construida por Ayala ( J 995) empleando la 

técnica de PCR. El usó oligonucleótidos degenerados diseüados específicamente para una 

re8ión de PEPC altamente conservada y logró amplificar un fragmento de 650 pb a panir de la 

biblioteca de cDNA de vaina el cuál fue clonado en el vector pTZl8. La secuenciación de este 

fragmenlo comprobó que este fragmento era de PEPC (Ayala, 1995). Para este estudio, la 

sonda se marcara radiactivamente y se utilizara para realizar el escrutinio. 

Paralelamente a este anilisis se llevará a cabo un escrutinio por medio de la técnica de 

PCR. Este método consiste en tomar el eluído de las placas de f"agos de cada caja petri y 



emplearlo como molde con los oligonucleótidos degenerados para PEPC como primeros y 

llevar a cabo unn reacción de PCR. La aparición de um1 banda de 650 pb indicaria la presencia 

de un fragmento del gen de PEPC. Rondas subsecuentes de PCR empleando eluidos de 

regiones mas pequeñas de la caja permitirñn la disminución del número de fagos en donde 

habrá de hacerse la selección final de clonas positivas. Las últimas selecciones se hariin con el 

sisten1a tradicional de hibridación DNA-DNA para poder identificar y aislar clonas 

recombinantes positivas de manera individual. 

Vl.2. Estrategia para determinar los niveles de mensajes de la PEPC de vaina de frijol. 

Para la realización de este aná.lisis se colectarán vainas de frijol de 7 .. 14, 21 y 28 días 

después de floración, de tallo, raiz y hoja. Se extraerá RNA total y se separará en un gel de 

agarosa desnaturalizante. El RNA será transferido a un sopone sólido(membrana nylon) 

mediante capilaridad. Se efectuará el anallsis de los RNAs de PEPC empleando la sonda 

pPvPEPC marcada radioactivamente con :.2 P y se realizara la hibridación a 6S°C por 20 horas. 

Las membranas se expondran en intensificadores a -70°C con peliculas de rayos X . Se 

revelaran las peliculas y se analizaran los niveles de mensajes de PEPC. 
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VII. MATERIALES Y METODOS. 

Vll. t. Materiales. 

l.a.- Anticuerpos contra PEPC de hoja de maiz (Zc!a "'ª>'~") (Donados por la Dra. Rosario 

Muñoz Ciares). 

t.b.-Biblioteca de cDNA de vaina de frijol de siete días después de ta floración, clonada en e\ 

vector 'A. ZIP-LOX, Not 1-Sal 1 Arms (Gibco BRL No. cat. 15394-018). con un titulo de 

l.25x 10• ufp/µI 

1.c.- Tejido de vaina de frijol de 7, 14, 21, 28 días después de floración (ddf), tallo. raíz. para 

realizar la ex.tracción de RNA y hoja joven para extraer la proteína PEPC y también RNA. 

l.d.- La sonda emplead' pPvPEPC. fué un producto de 650 pb obtenido por PCR el cual está 

clocando en el vector pTZ18R en un sitio romo dado por Sma 1 y del otro lado un sitio de 

restricción introducido Bam HI (Ayal~ 1995). La secuencia de nucleótidos del fragmento. con 

el producto de uaducción deducido se muestra en la Figura l. 

Vll.2. Ealracción 4e proleiaa y Westera- mol 

Cuando se desea realizar esctutinios con anticuerpos y si estos no son específicos para la 

especie que se pretende estudiar. es conveniente realizar pruebas con la proteína de la especie 

de interés para determinar si la proteína es reconocida y a que titulo debe emplearse el 

anticuerpo. Por medio de Western-blot podemos probar si es factible utilizar este anticuerpo 

para el cscnatinio de la biblioteca o bien cambiar de estrategia para realizar el escrutinio. 

Procedimiento: 

1.- En un monero se mace..-aron los extractos con arena de mar y se adiciono el amoniguador de 

extracción (TEA SO mM. EDTA l mM. PEG 3 ª/o. PVPP 10 ª/a.13-mercaptoetanol. Quimiostatin 

2 t-lg/ml. Denzamidina 2 mM. PMSF). Se agito en vortex y se centrifugo a 12 000 rpm por 3 

minutos y se ..-ecupero el extracto. La cuantificación de la proteína se ..-ealizó de acuerdo al 

método de Bradford (t976) 

2.- Se realizó una electrofo..-esis desnatura\izante (PAGE-SDS) empleando extractos de hoja de 

frijol asi como de hoja de maíz como control. Se empleo un gel de poliacrilamida al t 2ª/a de 
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acuerdo al protocolo de Laemmli ( 1970). El gel de poliacrilamida se lava brevemente en el 

amortiguador de trnnsfercncia (Tris 20 mrvJ. Glicina 150 mJ\.1. 1\.1ctanol 20 º/o). 

2.- Se recona una men1brana de nitrocelulosa (0.45 µm) del mismo tamnño del gel y se lava con 

el amortiguador de transferencia. 

3.- A continuación se prepara el siguiente sandwich: 

t Scotch britc. 3 papeles filtro. 1 hoja de papel 31\.1~1.Gel (-), Filtro de nitrocelulosa (+). 

l hoja de 3MM, 3 papeles de filtro, 1 Scoth brite 

Es imponante destacar que todos los componentes deben estar bien embebidos en el 

amoniguador de transf"erencia y que no se deben f"onnar burbujas entre ellos. Este sandwich se 

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

hora a 200V (8 volts por cm2
) empleando amoniguador de transferencia. 

4.- El filtro con las proteinas transferidas se Java 1 S min con TBS (NaCI 0.15 M y Tris SO mM 

pH 7.4) con agitación constante. 

S.- Se incuba con Ja solución de saturación (O.OS% v/v Tween 20 y So/o p/v de leche 

descremada) durante un mínimo de una hora a temperatura ambiente y con agitación constante. 

6.- Se realizan dos lavados con TBS durante 1 S min cada lavado. 

7.- El filtro se incuba con el anticuerpo contra PEPC de maíz a una dilución de 1 :20 en solución 

de saturación~ en una bolsa sellada y con agitación9 durante la noche a 4°C. 

8.- Pasada la incubación el filtro se lava con TBS durante 1 S min. 

9.- Lavado con TBS con NaCJ 1 M. 

1 O.- Lavado con TBS normal (NaCI 0.1 S M) 

11.- Se incuba con inmunoglobulinas conjugadas con peroxidasa en la solución de saturación a 

temperatura ambiente durante 2 h con agitación constante. 

12.- Se realizan dos lavados con TBS por IS min. 

13. - El revelado con el sustrato insoluble de la peroxidasa se realiza en las siguientes 

proporciones: 22 mg de 4-cloro-1-naftol (Merck 1 1952). 1 1 mi de metanol. 33 mi de TBS y 44 

µI de peróxido de hidrógeno al 30%. El producto de la reacción (en forma de precipitado azul 

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

Je. 



Los primeros revelados fueron realizados como se describió anteriormente para revelados 

posteriores se empleó el kit ECL (Amersham). el cual es un método que se basa en la emisión 

de luz y que se emplea para detectar antígenos específicos. conjugados directa o indirectamente 

con anticuerpos marcados con peroxidasa. Con este método se observó una mayor claridad en 

las b~ndas. Además. por medio de este revelado se tiene la ventaja de poder reusar la membrana 

después de un lavado para probarse con otra dilución de anticuerpo. si así se desea. 

GOA A.AA CA.A GAA OTO ATO GTC GOT TAC TCA GAT TCA GGO AAA GAT GCT GOA AOG 

" Q • .. y .. 
TTC TCA OCA oca TOG CAG CTA TAT AAQ OCT CAA. GAG OAA CTT ATA AAA GTT occ 

Q Q 

AAG TTT GOT OTO AA.O CTA ACC ATO TTC CAC OGT cae GQT GOA ACT OTT GGA AGA 

L • T 

OOA CJOT CIGA CCT ACC CAT CT'T GCT ATT CTG TCT CAA. CCA GAA ACA ATC CAG QGA 

• T L Q • • Q 

TCT CTC COT OTO A.CA OTC CAA. GQT OAA GTC ATC GAG CAA. TCA TTT AGQ ACC CTG 

• Q • • Q r 
CA.A COT TTC ACT oca GCT ACT CTA OAA CAT GGA ATO CAC CCA CCA ATC TCT cc-r 

Q a • T A T • 
AAA CCA OAA TGO COO GCT TTA ATO GAT GAA ATO GCT GTC ATT GCC ACT OAG GAT 

" • A L " D . .. . ., 
TAC COT TCA ATT GTG TTC AAG GAA CCA COT TTT GTT OMJ TAT TTC cae CQT ac-r 

y • . .. . . r " .. 
ACA ccc GAG ATO GAG TAT GGT AOG ATO AA.C ATT GGA AOT COA ceo OCA AAll A.OA 

" .. y .. 
AGO CCT AGT GGA ooc ATT GAA ACA CTO OGT oca ATA CCT TOO ATT TTT OCT T'CJQ 

L 

ACC CAG ACA AGG TTT CAT C'TT CCA GTT TGO CTG GGC TT't' GGA OCG OCA TTT AAA 

Q .. 
CAA GTT CTT CAG AAA OAT GTT AAQ AAC CTC CAT ATO CTQ CA.A GAG ATG TAC AAT 

Q Q Q 

TOO CCT TTC TTT 

Fi..,-ur11 l. Secue•d11 de •uckótid11• ~orrc•1mndicnte al aen de I• PEPC de v11in• de frijol {pPvPEPC). La. 

letra• en nearit .. curresponden u ha secuencia de uminoakido• dcdudda de I• set:ucncia de •ucleolido• 
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, .• 11.3. Titulación de la biblioteca. (Josefsen. ,., cil. 1993) 

Esta técnica se usa para conocer el titulo de la biblioteca dado en ufp/J.tl y poder 

plnquear en la densidad adecuada para que en caso de encontrar una clona positiva en las rondas 

de los escrutinios ésta se pueda nislnr mas pura. 

1.- Se activa la cepa Y l 090 de 1:.. .. cherichit1 coli con 200 J.ll de medio S.0.C.(20 g de peptona. 5 

g de extracto de levadura. 0.5 g NaCI. KCl 250 ml\t pH 7. f\1gC'2 10 mM y glucosa 20 m1'.t por 

cada litro de medio) incubandose por 20 mio a 37ºC. 

2.- La cepa se siembra en un medio rico (LB: 10 g de peptona. S g extracto de levadura. 10 g de 

NaCI por litro de medio) en cajas de Petri y se incuba toda la noche a 37ºC. 

3.- Se toma una colonia perfectamente aislada del resto, y se inocula en 10 mi de medio LB

liquido suplementado con 0.2o/o de maltosa (p/v). 

4.- El cultivo se incuba a 37ºC toda la noche con agitación constante (200-250 rpm}. 

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

microcentrif'uga. empleando para las diluciones amortiguador PDB (NaCI 100 mM. Mg504 8 

mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.5 y gelatina al 0.1 o/o). 

6.- Un'-" de estas diluciones se agregan a 200 1-tl del cultivo de la bacteria YI090. Se mezclan 

suavemente incubando a 37ºC durante 30 minutos (sin agitación). 

7.- Al término del tiempo de incubación se agregan 6 mi (cajas de 120 mm de diámetro) de agar 

suave (Top-agar) (7 g de agar por litro de medio NZY). Este agar suave debe de estar a SOºC. se 

agita rilpidamente y se vierte la mezcla inmediatamente a cajas con medio NZY (21 g de NZY 

(Gibco). 7 g de asar por litro de medio ajustar el pH a 7.2 con NaOH). 

8.- Una vez solidificado el agar se inviertc:::n las cajas e incuban a 37°C de 8-12 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 título de la biblioteca 

calculando las ufp. 

Nota: Es importante que las cajas se encuentren peñectamente 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 tamaño de la caja, en la tapa de la misma para que 

absorba la humedad excesiva. 

IH 



Vll.4. Escrulinio 1>or hibridación de placas (Benton y Davis, t 977). 

Un filtro de nitrocelulosa se aplica directamente en la superficie de la caja sobre las 

placas del bacteriófago. 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. El DNA se fija y desnaturaliza en el filtro para posteriormente ser sondeado por 

pruebas de hibridación con ONA ó RNA marcado con ;1
2P, localizando por autorradiografia el 

Jugar de donde fue donado por la placa del fago. El filtro tratado forma una réplica del patrón 

de placas de fago y es usado para seleccionar una sola placa (conteniendo una porción de 

cDNA de una sola clona) de una colección inicial conteniendo millones de fagos 

recombinan1es. 

El método detallado comprende Jos siguientes pasos, los cuales se realizan en dos días: 

Oía l. 

1.- A 0.2 mi de células competentes YI090 (E.c:oli) se les adiciona 7.1 J.•I de la biblioteca de 

cDNA con un titulo de 2.28xlOª ufp/J.ll de cDNA para obtener una densidad aproximada de 

S0.000 placas de lisis por caja. Se incuban por 20 minutos a 37ªC para permitir que el 

bacteriófago infecte a la bacteria. 

2.- Se adicionan 6 mi de Top-agarosa (LB con 0.7% de agarosa) a 50°C en cada tubo 

conteniendo bacteria y f"ag;o, Se agita bien y la mezcla se vacia inmediatamente en cajas con 

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 ag;arosa solidifique. 

Las cajas se incuban en posición invenida a 37ªC hasta que las placas alcancen un diámetro 

considerable (O. 1-0.2 mm). 

Oia2 

1.- Las placas deben estar cubriendo la mayor parte de Ja caja • pero la superficie no debe 

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

4ºC durante al menos 1 h para que solidifique Ja agarosa evitando así que esta se pegue a las 

membranas. 
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2.- Se numeran los filtros de nylon correspondiendo con el número de las cnjas, utilizando un 

lápiz de purHo fino. Es necesario rersotlrar que deben emplearse gu¡mtes al manipular la 

nirrocclulosa, pura evitar que la grasa de Jos dedos inrertiera con Ja 1ransfercncia del ADN 

hacia el filtro. 

J.- La colocación del filtro sobre las placas se realiza después de sacar una caja del 

·refrigerador y colocarla a un Indo del mechero. Se toma el correspondiente filtro de 

nitrocelulosa enumerado. ligeramente en Ja mirad y se coloca esta pane al centro de la caja. 

Entonces graduahncnre se deposita el resto del filtro tocando Ja superficie de Ja caja, esto se 

hace con el propósito de evitar atrapar burbujas de aire entre el lihro y Ja caja. Se dispone de 

dos 1ninutos para que el fago se una al filtro. Durante este tiempo, se pican 3 ó 4 agujeros en 

un patrón asimétrico a través del tihro 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 superficie de agar usando pinzas. Las cajas 

conteniendo el fago son envueltas con parafilm y almacenadas de manera invertida a 4°C. Es 

imponante no mover el filtro de la caja una vez colocado para evitar que se barran Jas placas. 

5.- Se coloca el filtro (con el DNA hacia arriba) en amortiguador de desnaturalización (NaOH 

o. S N, NaCI 1.SM) por 45-60 seg. 

6.- Se transfiere el filtro a un amortiguador de neutralización (NaCI 1.5 M. Tris-HCI 0.5 1\1 

pH 7.5) por 5 minutos. 

7.- El lavado de Jos filtros se realiza en una solución 2X SSC (NaCJ 3 1\.f. citrato de sodio 0.3 

M) durante 1 O minutos con agitación 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 ONA se fija a la membrana por medio de radiación ultravioleta a J 20,000 J/cm 
2 

por 2 

minuros. en un entrecruzador de luz ultravioleta (Straralinker). 

JO.- Los filtros son a°Jmacenados enrre papeles filtro en una cámara de vacio hasra su posrerior 

urilización. 

VU.S Marcaje y preparación de la sonda 
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n) Purific.-~1ció11 de insertos de DNA 

Este 11u!1odo se realizó empleando el Kit GENECLEAN JI® (BIO JO 1 Jnc.). La 

purificación se realiza en un periodo de 1 5-20 minutos y permite la recuperación de cualquier 

tipo de ADN en cualquier concentración de agarosa. 

1.- El gel se observa bajo una Jitmpara de U.V de baja longitud de onda para evitar dai\ar el 

DNA. La banda deseada de DNA se cona y coloca en un tubo de microcentrifuga. se mide el 

volumen de agarosa. considerando que 1 g equivale aproximadamente a 1 mi de agarosa y se 

adicionan rres volúmenes de Nal 6M. En el caso de que se hubiera utilizado amoniguador TBE 

en el gel de agarosa, se agrega medio volumen de modificador TBE y 4.S volúmenes de Nal por 

peso de agarosa. 

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

J.- Se agregan S 1-ll de Glassmilk para una solución que tenga menos de S µg de DNA. Se 

incuba en hielo por S min mezclando cada minuto. tratando de que el Glassmilk se mantenga en 

suspensión. En caso de que se hubiera una mayor cantidad de DNA, se adiciona 1 1-11 de 

Olassmilk por cada 0.5 µg de DNA adicional. 

4.- Se da un pulso de centrifugación de S seg en microfUga y se descana el Na(. 

S.- La pastilla del Glassmilk se lava con 200-700 µJ de New Wash frío (solución concentrada de 

NaCI. Tris, EDTA y Etanol). Dar un pulso de centrifugación de S seg y descartar el 

sobrenadante. El proceso de lavado se repite dos veces con New Wash. 

6.- La pastilla resultante se resuspende en 5 µI de amortiguador TE o agua estéril e incubó a 45-

SSºC por 2 ó J min. 

7.· El tubo se centrif"uga por 30 segundos recuperando la f"ase acuosa. la cual contiene el ONA. 

Este paso se repite una vez más y se colecta el sobrenadante en el mismo tubo (la pastilla se 

guarda hasta no saber si el DNA fue eluido eficientemente del Glassmilk). 

8.- Para verificar cuanto inserto se obtuvo es conveniente tomar una alícuota de la elución final 

y correrla en un gel de agarosa al 1 %, teñirla con Bromuro de etidio y observar en un 

transiluminador de UV. 

9.- Los insertos obtenidos a partir de la purificación están listos para ser utilizados como sonda 

o bien para cualquier reacción enzimática. 
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Nota: es necesario cuantificar espectrofotométricamente a 260 nm la cantidad de inserto 

purificado para marcar de 50-100 ng de DNA por reacción. 

Para tener la sonda marcada rndionctivamcnte y purificada para ser empleada en las 

hibridaciones se requieren una serie de pasos los cuales se describen a continuación. 

b) l\larcnje del inserto con 3:zp 1»ara ser utilizado con10 sonda. 

Los insenos son marcados con [a>':zP]dCTP usando el sistema de marcaje Random 

primer extensión (Du Pont/NEN) 

1.- La marca o isótopo radioactivo dCTP3 :zP (actividad especifica = 3000-6000 Ci/mmol. con 

una concentración de 20 µmCi/ml} se retira del congelador y se coloca en un lugar de trabajo 

para que se descongele. 

2.- Se prepara Ja siguiente mezcla en un tubo de microcentrifuga en el siguiente orden: 

- 50-100 ng de inseno desnaturalizado en baño maria por 10 min. 

- 6 i.Ll de amoniguador RPE [SX: hex.anucleótidos al azar en Tris pH 7.6. MgClz, 

albúmina de bovino fracción V y 2-mercaptoetanol]. 

- 6 J.d mezcla de nucleótidos fríos dATP. dGTP. dTTP. 

- agua esté.-il a un volumen complementario a 30 µI de la reacción total. 

- X volumen de J.d de nucleótido radioactivo (40 ¡..LCi por ensayo) considerar 

decaimiento. 

-1 i.LI fragmento Klenow (ADN polimerasa l. 2.5 unidades). 

El volumen total (30 µI) se agitó en vortex. y se dió un pulso de centrifugación. 

3.- Se deja incubando a 37°C mínimo por 2 horas o toda la noche a temperatura ambiente. 

4.- Se agregan 70 J.ll de STE. 

e). Prep•r•ción de I• c=olumn• (Sambrook. et al .• 1989). 

Para conse!,TUir buena señal en la hibridación es necesario poner solamente el fragmento 

de DNA correspondiente a la sonda, eliminando los nucleótidos radioactivos marcados que no 

se incorpora.-on a la sonda. Para esto se sigue el siguiente p.-otocolo: 

1.- A una jeringa desechable de plástico de 1 mi con aguja dcsprcndible se le coloca una malla 

de pelo de ángel estéril y se compacta en la punta de la jeringa empicando un embolo. 

22 



2.- Se llena Ja jeringa con Sephadex G-50-80 (1 gr/10 mi de STE). La resina se equilibra con 

amortiguador STE. 

3.- Se coloca la jeringa en un tubo cónico de 15 mi y centrifuga a 700 x g (3000 rpm) en una 

centrifuga clínica (Damon/IEC División) por 3 min a temperatura ambiente. La columna se 

empaca a un volumen final de 0.9 mL 

4.- Se adiciona 0.1 mi de amoniguador STE y centrifuga como se describió anteriormente. 

Repetir dos veces mis. 

d). Purilic•ción de la sonda (Sambrook. et al.. 1989). 

1.- Una vez preparada Ja columna de Sephadex: G-50 se coloca en un tubo cónico de 15 mi con 

un tubo de microcentrifuga sin lapa en el fondo del tubo. La columna debe estar soportada en el 

borde del rubo cónico y llegar al tubo de microcentrifuga. 

2.- Se agrega a la columna 100 µI de la reacción radioactiva. 

3.- Se centrifuga por 3 min a 700 x g. siendo el mismo tiempo y rpm que se utilizó para 

empacar la columna. 

4. Se agregan 100 µI mas de solución :;TE a la columna y se centrifuga nuevamente a las 

mismas condiciones. Se .-ecupera el tubo de microcentrifuga y se mide el volumen de la 

solución que contiene el DNA radioactivo. 

e). Cu•ntific•ción de 1• actividad e•pec,fic•. 

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

actividad especifica. 

1.- Se roma 1 µI de la sonda purificada y se coloca en una solución fria de icido tri-cloro 

acético (TCA) al 10% 

2.- Se adicionan 5 id deDNA de esperma de salmón desnaturalizado (10 mg/ml) y se agita. 

3.- Esta solución se filtra en vacío a través de un filtro GF/C Whatman y se Java en vacío con 1 O 

mi TCA al 10% y poste.-iormente con 20 mi de etanol f"rio. 

4.- El filtro se seca a temperatura ambiente. 

S.- Este filtro se introduce en un vial con 5 mi de liquido de centelleo (0.1 g POPOP [2,2-P

Fenilenbis (5-feniloxasol)]. 5 g PPO (2,5-Difeniloxasol]. 1000 mi 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 

(Packanrd, J\.linaxi p) y se calcula la actividad específica (en cpm/pg de DNA) por el volumen 

recuperado, realizñndosc de la siguiente manera: 

El valor de la actividad en cuentas por minu10 (cpm) dado en el contador de cemelleo es 

el resultado de medir 1 i.ll 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. Poste.-iormente, 

este valor se mulliplica se divide entre los nanogramos del inseno que se adicionaron en la 

reacción de marcaje para obtener la actividad especifica de la sonda (la actividad recomendada 
• 9 

para una buena hibridación es de 1 x 10 - 10 cpm/i.tg de ONA). 

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

VU.6 Hibridación DNA-DNA y DNA-RNA. 

El análisis del DNA por hibridación tipo Southern blot se realiza por la transferencia 

del DNA o RNA desnaturalizado ;,, .\Üll a un soprte sólido. generalmente a una membrana de 

nylon o nitrocelulosa. La posición relativa de"J DNA o RNA se conserva durante la 

transferencia al soporte y de es1a manera los ácidos nucleicos ya unidos al filtro puede ser 

hibridados con ONA marcado radiactivamente (Southern, 1975; Sambrook el al., 1989). 

a) Hibridación 

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

a ella y la sonda radiactiva lista. la ültima parte del procedimiento se realiza de la manera 

siguiente: 

l. Se prepara la solución de hibridación Ja cual contiene: albúmina bovina fracción V 1 %, 

SDS 7 %, EDTA 1 mM y amoniguador de Na2 HPO . .t NaH 2 P04 0.5 M pH 7 

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

3. La sonda se desnaturaliza a ebullición en baño María por 1 O min. 

4. Se coloca inmediatamenle en hielo y se deja minimo JO minutos antes de ser utilizada. 

5. La sonda se adicionada cuidadosamente al sistema de hibridación. 

6. Se incuba por toda Ja noche a 63ºC. 

b) Lavados 
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Este paso es muy importante. ya que de ello depende que la sondn se mantenga pegada 

n la membrana. en función a la complementariedad con moleculas de acidos nucléicos fijadas 

a ella. o se desprenda por la baja concentración de sales o alta te1nperaturn. Es decir. este 

tratamiento es lo que determina la astringencia de la hibridación. 

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

1) Un lavado a 63 ªC con SSC 2X (NaCI 3 J\1, citrato de sodio 0.3 M). SOS 0.1 % por 

15 min. 

2) Un lavado a 63 ªC con SSC 1 X, SOS 0.1 % por 1 O min. 

3) Un lavado a temperatura ambiente con SSC 1 X, SOS 0.1 % por 1 O min. 

Nota: Es imponante monitorear las cuentas que presenta la membrana después de cada lavado 

por Ínedio del contador Geiger 

Cuando ya no se detecta mucha seftal inespecitica, el filtro se coloca en contacto con 

una película de rayos X (KOOAK X-Omat) en un cassette con intensificadores y se deja a -70 

ºC por peridos variables dependiendo de Ja cantidad de marca fijada a Ja membrana. 

Para hibridación tipo nonhern o RNA-DNA, el RNA es separado en un gel de agarosa 

desnaturalizante(Vll.19), transf'erido a una membrana (Vll.20) e hibridado con una sonda 

especifica marcada radioactivamente tal como se describió anteriormente (VII 6). La 

hibridación y los lavados fueron similares a Ja hibridación DNA-DNA. 

VII. 7. Vliliz•c:ió• de PCR en escrutinios de biblio1ec•• 

El aislamiento de una clona a partir de una biblioteca ya sea de cDNA o DNA 

genómico, involucra escrutinios por varias rondas de plaqueo e hibridación de filtros. Este 

proceso es laborioso y tardado. además de ser propenso a artefactos tales como falsos positivos, 

comúnmente encontrados en Ja hibridación 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 hibridación 

convencional (Ausubel, J 992) 

J.- El fago (ponador de cDNA o biblioteca genómica) se plaquea con una cepa bacteriana 

apropiada de E.co/i sobre cajas de NZV-agar con Top-agarosa. Después que las placas de fagos 
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crecieron a 37ªC a tamaño deseado, las placas se colocan a 4ºC para soJidilicar el top-agarosa 

por lo menos una hora. 

2.- Se coloca el filtro de nitrocelulosa o membrana nylon sobre Ja placa. teniendo cuidado de no 

d~iar burbujas de aire atrapadas emre el filtro y el a,gar. El filtro puede ser humedecido por unos 

pocos segundos si Ja placa estuviera fresca. Para placas almacenadas por un periodo de tiempo y 

para posteriores rondas en múltiples réplicas se requiere mayor tiempo para humedecer el filtro 

compleiamente. 

3.- Se levanta el filtro cuidadosamente con un par de pinzas de punta redonda (Millipore), 

teniendo cuidado de no rasgar Ja capa de top-agarosa. El filtro se coloca con Jos fagos hacia 

arriba, sobre una caja de petri estéril conteniendo 3 mi de amoniguador de dilución del fago 

PDD (NaCI J 00 mM, MgS04 8 mM, Tris-HCI 50 m~1 pH 7.5 y O. J o/n de gelatina). Las 

partículas se eluyen levantando el filtro arriba y abajo por tiempos acoplados. Finalmente, el 

filtro se levanta y se deja que Ja solución gotee por un momento ( 10-20 seg.). después del cual 

el fihro se descarta. 

4.- El f'ago eluido se transfiere a un rubo y se toman 20 pi los cuales se ponen en tubo que se 

coloca en un baño de agua hirviendo por cinco min, posteriormente se enfria sobre hielo. El 

DNA contenido en los f'agos es el molde para su análisis por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR). Se guarda un poco de de la elución del f'ago en un tubo de microcentríf'uga 

por si se considerara necesario realizar posteriores PCRs. 

S.- Se 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 tamaño esperado significa que Ja 

caja de Petri contiene al menos una placa de f'ago que contiene 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 hibridación 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 

es1Criles se corta el filtro. en varias secciones en forma de pastel. Entre cuatro y ocho por caja 

pueden ser f'iacilmente manipulables, en nuestro caso se cortaron en seis secciones. 



8.- Cada sector del filtro se levanta y hi.Jmedecr en amortiguador de dilución del fago PDB 

como en el paso 2 Debido al pequeño tamaño del sector del filtro, se puede humedecer en una 

pieza de película plástica como Saram \Vrap. Se usa una alicuola de 0.2-0.5 mi de 

amoniguador. 

9.-Con Ja sección cluida se realiza PCR como en el paso 4. 

10.-Un sector que contiene la señal positiva del fago se identifica por PCR, otra membrana 

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

El método se muestra en la Figura 2 . 

• ,.'f'IC...,..de .. ~ 
hll>li.-C:•~ 

~¡ .... ~ 

® l.°un.fclQlll:n> .,..._,.,."-"' 

• 
- ~..:: .. º-. . ···-""~ .... ~,.- ..... 

• • JUbridM:k>Q ........ ,. .... _...., 

1 ROCUl'ERACOON DE 1 -0. 0 

_ l."LOSAS FOSntVAS _ 

j PCR OE FAl1llS 1 

• 
Fiaur• 2~ P•sos en el 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 tamaños esperados. 

2) Evita el consumo de tiempo vaJioso. especialmente en las rondas iniciales del escrutinio . 
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3) El escrutinio de múhiples genes puede ser llevado a cabo en la misma mezcla de reacción de 

PCR empleando iniciadores apropiados parn cada uno de ellos. 

Después que Ja complejidad de todo el pool de fagos es reducida y In existencia de 

clonas positivas es confirmada; clonas individuales pueden ser aisladas por métodos 

convencionales. 

Vll.8. Amplificación de DNA por la reacció11 en cadeHa de la polimcrasa (PCR) 

Esta técnica en la actualidad es una herramienta básica en biología molecular. Es un 

método enzimático de síntesis de múltiples copias de un segmento especifico de ADN elegido 

que se encuentra entre regiones de secuencia conocida. Una amplificación de esta magnitud se 

puede emplear en las primeras rondas de escrutinio previo a la hibridación convencional. El 

escrutinio de múltiples genes puede ser llevado a cabo en la misma mezcla de reacción 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 Ja existencia de clonas positivas es confirmada. clonas individuales 

pueden ser aisladas por métodos convencionales. 

La reacción de amplificación se lleva a cabo con dos oligonucleótidos que son utilizados 

como iniciadores para una serie de reacciones sintéticas que son catalizadas por una DNA 

polimerasa termoestable de bacteria Thernwphi/11.\" ac11atic11s (taq DNA polimerasa). Estos 

oligonucleótidos son diferentes secuencias que son complementarias a secuencias que se sitúan 

en cadenas opuestas del DNA utilizado como molde y flanquean el segmento de DNA que va ha 

ser amplificado. Los oligonucleótidos iniciadores (Ayala. 1995) utilizados en estas reacciones 

f"ueron Jos 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)A TT(A)GTACAT(T)CTC 3. 
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Los paréntesis indican degeneraciones en el código genCtico tomando en cuenta el 

probable uso de codones 

Estos dos oligonucleótidos fueron sintetizados flanqueando región altamente 

conservada que codifica las secuencias deducidas de aminoitcidos de PEPCs hasta ahora 

conocidas. En esta región están comprendidas secuencias muy conservadas que contienen 

residuos de aminoácidos los cuales se ha propuesto que son esenciales o se encuentran 

involucrados en el sitio activo de Ja enzima (GYSDSGKDAG) y el sitio de unión al sustrato 

(FHGRGGTVGEGGGP) (Cushman et al .• 1989; Jiao et al .• 1990; Crétin et al .• 1991; Poetsch 

et al .• 1991). Los pasos empleados en la reacción de PCR fueron los siguientes: 

1.- En un tubo de microcentrifuga estéril de 0.5 mi se adicionan en este orden: 34 ¡.ti de agua 

estéril. S t.ll de amortiguador de amplificación IOX (Tris-HCI (pH 8.4] 200 mM y KCI 500 

mM). 4 µJ de MgCl2 SO mM. l µl de una mezcla 10 mM de deoxinucleótidos trifosfato. 200 ng 

(en 2 µI de agua) de aligo iniciador forward (sentido) y 200 ng (en 2 ¡.d de agua) de aligo 

iniciador reverse (antisentido), ADN molde (10 1-11 de PDB con el fago) y por último 1 unidad 

de Taq DNA polimerasa (Gibco BRL). (Ver Tabla 3) 

2.- Se mezcla perfectamente y se adicionan 40 µI de aceite mineral (Sigma M-3516) para 

prevenir Ja evaporación de la muestra du..-ante los ciclos de calentamiento y enfriamiento. 

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

desnaturalizar completamente el ADN. 

4.- Se programa la lemperatura de la reacción de Jos ciclos de amplificación de la forma 

siguiente: 

a) desnaturalización a 94°C por 1 min 

b) complementación de los iniciadores a SSºC por 1 min 

c) extensión a 72ºC por 2 min. El número de ciclos debe repetirse de 40-50 veces. 

5.- Al finalizar los ciclos programados se incuba la reacción a 72ºC por JO min. 

6.- Se analizan los productos de amplificación mediante una electrof"oresis en gel de agarosa al 

1 o/o empleando los marcadores de peso molecular apropiados. 

Nota: Para múltiples 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 la mezcla de PCR. 

Oligonucleótidos iniciadores: 
J\.1agnesio: 
Deoxinucleótidos trifosfalos: 

Taq DNA-Polimerasa: 
DNA-molde: 

Ciclos 

Desnaturalización 
Complementación 

Extensión 

Concentración 

Entre 0.1-0.5 pmoles 
2 5-4 mM es generalmente el óptimo 
20-200 ¡.tl\.f, las concentraciones para cada 
dNTP tienen que ser equivalentes. 

J-2.5 unidades por 50 ¡..ti de reacción 
En forma simple o doble cadena de O.O J-0. J J.lg 

Tem~ratura y Tiempo 

Condiciones típicas, 94-96° C por J min. 
50-57° C por J min esto dependiendo de la compo
cisión de bases, tamaño y concentración del DNA 
Usualmente 72° C por 1-2 min 

VII. 9. Obtención de placas de lisis del bacteriórago A 

Es imponante recuperar las placas positivas que se han detectado en cada ronda de 

escrutinios, para esto una vez que se obtiene la película se marca circularmente Ja señal de 

hibridación y se alinea perfectamente con la caja de Petri que contiene las placas de lisis. 

identificando Ja placa de lisis positiva se procede a recuperar picando esta clona. 

J.- Se agregan 500 mi 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 Ja placa en un radio de 

un centímetro cuadrado y se succiona con todo y agar para poder recuperar toda la placa~ por 

que es comUn que Jos f"agos migren alrededor de Ja placa. 

3.- Se coloca el fragmento de agar en amortiguador de fago PDB previamente preparado (paso 

J ). Se mezcla con vonex y se deja por dos h a temperatura ambiente o bien durante toda Ja 

noche a 4ºC para que Jos fagos se libereraran del agar. Una placa se supone que tiene 

aproximadamente J o''-107 panículas bacteriofagos infecciosas. 

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

adecuada para las siguientes rondas de escrutinio. 
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VIII. 10. Escisió11 in,,,-,,,, del plás111ido pZLI del f"ago A. ZIP LOX 

Con estó técnica lo que se realiza es la escisión o liberación del cDNA del fago A 

ZIPLOX (GIBCO. BRL). El íago A.ZIPLOX es un vector de expresión derivado del 

bacteriofago A el cual combina la capacidad de clonación de DNA complementario en el DNA 

de lambda. con la conveniente y f"ácil manipulación de plásmidos. En este sistema el DNA 

puede ser recuperado sin necesidad de subclonar ef"ectuando la escisión 111 vivo para generar la 

replicación autónoma del plásmido pZL l empleando la cepa DH 1 OB (ZIP) de E. co/i (Fig. 3) 

r PZ.LI 

_............... \ 
.... _ .. .-..UC9dM•pZIP ~ 

Fiaura 3. Mecanismo de escic::i6n ;n v;vu de pZLI de Faso AZIPLOX 



El proceso de escisión in "¡¡.º se hasa en la existencia. en el bacteriofago r 1. dl! un 

sistema de recombinación sitio-especifico compuesto de dos elementos: un Jocus que ¡1ctlla en 

cis (loxP) y una proteína (Cre) la cual cataliza el entrecruzamiento de secuenci~1s de Jos dos 

sitios loxP que se encuentran flanqueando a pZL 1. Una vez liberado y circularizado pZL 1 por 

medio de la acción de Crc. el locus incA de este plásmido bloquea fisicamente el origen de 

replicación de pZIP. plñsmido propio de Ja cepa DH 1 OB. el cual codifica a la proteína Crc. De 

esta manera se favorece la réplica de pZL 1 y se inhibe la de pZJP (D" Alessio et al, J 992). 

Para liberar el pllismido de A.ZJPLOX se siguió el siguiente protocolo. 

1. Se activan las bacterias de la cepa DH 1 OB con 200 J.ll de medio S.O.C. e incuban a 37ºC por 

10 minutos. 

2. Se siembra esta cepa en una caja de petri con medio rico conteniendo el antibiótico 

kanamicina a una concentración de JO J.tg/ml. Se incuba toda Ja noche a 37°C. 

J. Se toma una colonia e inocula en 10 mi de medio LB suplementado con kanamicina 10 J.tg/ml 

y maltosa al 0.2%. 

4. Se incuba el cultivo durante toda la noche a 37ºC con agitación constante a 200 rpm. 

S. Una aUcuota de Jos f'agos eluidos de Jos fragmentos de agar- obtenidos de las placas positivas, 

las cuales habían sido previamente purificadas a través de varias r-ondas, se emplea para infectar 

400 µI de bacter-ias del cultivo cultivado toda Ja noche. 

6.- Estas bacterias DH JOB infectadas con fagos son plaqueadas en cajas de petri con medio 

(LB). antibiótico ampicilina (IOOµg/ml) y MgCl 2 JO mM. 

7.- Se dejan toda la noche a 37°C y al dia siguiente apar-ecen las colonias que tienen Ja 

r-esistencia a ampicilina. es decir las colonias con el pZL J. 

8.- Venticinco mi de medio líquido LB y ampicilina se inoculan con una asada de una de las 

colonias de las cajas de petd y se incuba toda la noche a 37°C con agitación constante (200-250 

rpm). Al siguiente día se realiza Ja extracción del plásmido como se describe en extracción a 

pequeña y a gran escala (Vil. 1 1 y VJl.12). 
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VII. 11. E:1111·acció11 de DNA 1•lasmidico a pequeña esenia (Bro\\m, J991) 

Con este método se reproduce una sola clona h<tctcriana que contenga el ONA 

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 mi de medio liquido LB. dejando toda Ja noche a 

37ºC con agitación (200rpm). 

2.- Se transfiere J .5 mi de cultivo con las bacterias a un tubo de inicrocentrifuga, 

centrifugándolo por S mina 12000 rpm 

3.- El sobrenadante se descana y la pastilla se resuspende en 100 1-11 de amortiguador (glucosa 

SO mM. EOTA 10 mM. Tris HCI 25 mM [pH 8.0]. Jisozima 2mg/ml). incubando sobre hielo 

por ro min. 

4.- Se adicionan 200 µJ de amoniguador de lisis (NaOH 0.2 M. SOS lo/o) se mezcla suavemente 

e incuba en hielo por 1 O min. 

S.- Se adicionaron 150 µJ de acetato de potasio 3 M mezclando suavemente por inversión, y 

centrifugando posteriormente a 12,000 rpm por 1 S min. 

6.- El sobrenadante se transfiere a un tubo de microcentrifuga nuevo agregandole 150 1-11 de una 

solución fenol-cloroformo (50:50 v/v). Se mezcla y centrifuga a 12000 rpm a temperatura 

ambiente por 1 S min. 

7.- La fase acuosa superior se recupera con micropipeta y coloca en otro rubo nuevo. Se 

adiciona un mi de etanol absoluto frío (-20ºC) y se incuba en hielo 1 S min. 

8.- Se centrifuga a 12000 rpm y 4°C por 30 min. posteriormente se descarta el sobrenadante y 

se lava la pastilla cuidadosamente con 500 J.tl de etanol al 70%. 

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

1 O.- Se Java nuevamente Ja pastilla con etanol frío al 70% y se seca Ja muestra al vacio. 

11.- La muestra se resuspende en 50 J.tl de agua deionizada estéril. 

12.-Se adiciona JµI de RNAasa para eliminar el RNA de la muestra (1 µg de RNA es totalmente 

degradado por Jxio·• unidades de RNAasa. libre de DNAsa por 30 min a 37°C). Se. incuba 

durante J ha 37°C. 
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13.-Se prccipiln con 2 volúmenes de clanol absollllo (-20ºC) incubando por 30 min. a -70ªC y 

ccJllrifugando por 5 min a 12000 rprn. La paslilla se Java con etanol al 70o/o y se rcsuspcndc en 

30 µJe.te ngua estéril 

14.- La cuantificación de DNA se rcalizn de nmncro cspcctrofotomCtrica leyendo um1 ulicuota a 

260 y 280 11111. El v¡1Jor obtenido de 260/280 debe ser de entre 1.8 a 2. esto nos indic¡1 qué tan 

limpio está el DNA. 

15.- J>or otro Indo se corre una alícuota en una electroforesis en gel de agarosa al 1 o/o para 

confirmar la existencia del vector con el inserto (sin cortar) o bien cortar el DNA con 

endonucJcasas para observar el vector y el inserto liberado por la accil">n de las enzimas. 

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

ejemplo DNJ\ de fago (A) digerido con cndonuclcasus de restricción l-lind 111. Eco Rl o ambas. 

VII. 12. Extracción de DNA plasmidico a gran escala (Sambrook, et al .• 1989) 

Es de gran importancia tener un DNA completamente puro para poder emplearlo en 

cualquier método de secuencinción o bien en reacciones de PCR. Con este mCtodo es posible 

obtener un DNA puro y con buen rendimiento. 

1.- Se cultiva la clona deseada en 25 mi de medio LB liquido. con el antibiótico requerido a 

37ªC durante Ja noche con agitación constante. 

2.- Se centrifugaron las células a 5000 x g durante 1 O minutos en rotor JA-20. 

3.- El sobrenadante se descarta y Ja pastilla de células se resuspcnde en 5 mi de NaCI 1 O mM. 

repitiendo Ja centrifugación 

4.- La pastilla se rcsuspcnde en 0.6 mJ de amortiguador de lisis (Tris-HCI 25 mM [pl-I 8.0], 

EDTA 10 mM, sacarosa 15% y Lisozinu12 mg/ml), se incubó 20 minen hielo. 

5.- Se agrega 1.2 mi de una solución que contenía NaOH 0.2 o/o y SOS 1 %. Se mezclo 

suavemente e incuba 1 O min en hielo. 

6.- Se adicionan 0.75 mi de acetato de sodio 3 M [pH 5]. Mezclando 20 seg e incubando 20 min 

en hielo. 

7.-Se centrifuga J 5 mina 6500 x gen rotor JA-20. 
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8.- El sohrcnadante se transticrc a un tubo corex estéril. Adicionandole 5 ¡.d de RNAsa ( 1 O 

1ng./ml) e incubando 30 n1in u 37ºC (es preferible dejarlo lh) 

9.- Ln extracción se realiza dos veces con un volumen igual de fenol-clorof'ormo (v/v) 50:50. 

1 O.- Se centrifuga 15 minutos n 7000 rpm. recuperando la fase superior. 

11.- Se precipita con dos volúmenes de etanol absoluto (-20ºC). por 10 min a temperatura 

ainbiente. 

12.- Una vez transcurrido el tiempo. se centrifuga a 8000 x g 1 O min eliminando el 

sobrenadante. 

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

5 min eliminando el sobrenadante. 

14.-La pastilla se rcsuspcnde en 168 µJ de agua estéril y se transfiere a un tubo de 

microccntrffuga. adicionándole 32 µI de NaCl SM. Se mezcla perfectamente y se adicionan 200 

µl de PEG 8000 (polietilenglicol) al 13%. 

15.- Se mezcla perfectamente e incuba en hielo durante 1 h. 

16.- Se centrifuga en frío a 4ºC y 12000 x g por JO 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 microcentrifugn a 

máxima velocidad. Se desecha el sobrenadante y se deja que la pastilla seque perfectamente de 

las trazas de etanol. 

19.- La pastilla se resuspendc en 50 µI de agua estéril. 

Vll.13. Cu•nliticadón de DNA (Sambrook el al., 1989). 

Después de extraer el DNA es necesario conocer la concentración a la cual se encuentra. 

Un método comünmente utilizado es la cuantificación cspectrofotométrica de la cantidad de 

radiación ultravioleta absorbida por las bases nitrogenadas. 

1.- Se toma J µl de DNA y se afora a 100 µI con agua estéril mezclando suavemente. Se coloca 

en una celda de cuarzo de un volumen de 50-100 µl. 
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2.- Se lec la absorbancia en cspcctrofotómetro a las longitudes de onda de 230 nrn (detecta 

polisacáridos y fenal), 260 nm (para úcidos nucléicos) y 280 11111 (para proteinas). 

3.- La cmmtificación de la concentración de DNA se calcula en J.tg/ml mediante la siguiente 

ecuación: 

(Abs 260 nm) (50 µg/ml) (factor de dilución) (vol de material recobrado) = µg/ml de DNA. 

4.- La relación de Absorbuncia a 260/280 debe de ser 1.8 a 2 para considerar que el DNA está 

puro y limpio para su uso. 

Vll.14. Análisis de DNA plasmidico mediante el empico de enzimas de restricción 

(Sambrook et al.y J 989). 

Con el fin de observar la liberación de un inserto clonado en algún plásmido o bien 

observar fragmentos de DNA genómico se emplean enzimas de restricción que reconocen y 

cortan en sitios especificas. El método empleado es el siguiente: 

t.- Rcsuspender 3 µg de ADN plasmidico en un volumen de 1-5 J.tl de agua estéril. 

2.- Agregar 2 µl de amortiguador con una concentración de sales adecuada a la enzima de 

restricción que se utilizará y se llevar a un volumen final de 19 J..ll con agua estéril. 

3.- Agregar 1µ1 de la enzima de restricción (5-10 unidades) e incubar a la temperatura con Ja 

que trabaja la enzin1a. por lo general a 37°C durante 3 h o bien durante toda la noche. Cuando 

es necesario una doble restricción con enzimas que requieran diferente concentración de sales. 

se digiere el ADN por una hora con la enzima que emplea el amortiguador con menos 

concentración de sales y posteriormente se incuba otra hora con la enzima que requiera el 

antortiguador más concentrado. 

VII.IS .. Electrororeaia de DNA en sel de •s•ro•• (Sambrook ~/ ul .• 1989). 

Este método es básico en biologia molecular y es comúnmente utilizado para separar. 

identificar y purificar fragmentos de DNA. Cuando una molécula es colocada en un campo 

eléctrico. migrara al electrodo apropiado a una velocidad, o movilidad elcclroforética, 

proporcional a la Cuerza de la corriente eléctrica y Ja carga neta de Ja molécula. 
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1.- Se prepara un minigel de agarosa al 1.0-1.::?o/i• en ainoniguador Tris-boratos (Tris-HCI 45 

111~1 [pi 1 8]. 1 mM EDTA). La concentración de agarosa va a depender del tamaño de las 

111oléculas de DNA a separar. Se calentó a ebullición en un horno de microondas. Cunndo la 

ag:arosa estuvo complelarncntc derrelida y la temperatura de la mezcla cm de 60ºC. se agregó 

bromuro de ctidio (solución stock de t O mg/mJ en agua) a una concentración final de 0.5 J.lg/1111 

y se mezcló. La mezcla se vació sobre el molde del gel con el peine puesto. Esto se hizo con 

n1ucho cuidado para evitar que se formaran burbujas en el gel o bien entre los dientes del peine. 

2.- Una vez que la agarosa gelificó (30-45 min). se retiró el peine cuidadosamente. El gel se 

colocó en el aparato de electroforesis HE33 Horizontal Subrnarine Unit (Hoefcr Sci. Jnc.). Se 

utilizó amortiguador TBE 1 X como solución de corrida, en una cantidad suficiente para cubrir 

completamente el gel. 

3.- Se prepararon las muestras de DNA adicionando amortiguador de carga quedando a una 

dilución 1 X (azul de bromof"cnol 0.25%, xilen cianol 0.25%, sacarosa al 40o/o en agua etéril). 

Las muestras se cargaron con cuidado en los pozos del gel con la ayuda de una micropipeta 

automdtica. 

4.- Es importante poner un control de peso molecular, éste puede ser ADN del fago A digerido 

con Eco RI~ Hind 111 o bien con Eco RJ /Hind 111. asf como una alícuota del plásmido sin cortar. 

para confirmar que Ja migración del DNA cortado si corresponde a la migración de DNA lineal. 

S.- Para separar el DNA en el gel se aplicó una corriente de 60 volts aproximadamente por dos 

horas (los fragmentos correrán hacia el polo positivo). La corrrida terminó cuando la banda de 

azul de bromofenol se encontró a dos centímetros del borde anódico del gel ya que bajo estas 

condiciones. el colorante migra con moléculas de ADN de unos 300 pb de longitud. 

6.- Los patrones de restricción fueron observados en transiluminador de luz ultravioleta de onda 

corta (UVP. JNC) 

7 .- Se tomó una fotografia para registrar y analizar la restricción. 

VH.16 .. Transferenci• por c•pil•ridad de DNA a membranas de nylon o soporte sólido 

(Southern. 1975. Sambrook et uf .• t 989) 

37 



Los .:.uuilisis di: DNr\ por hibridación son usualmente realizados en un soporte sólido 

(nitrocclulosil o nylon> en el cual se ha transferido DNA que hu sido desnaturalizado in .\·iru. El 

procedimiento que se sigue es el siguiente: 

1.- Se corta In mcn1brana de nylon (Gene Screcn T""') del mismo tamui\o que el gel. 

2.- La membrana se humedece en agua destil;:ula por 40 segundos. 

3.- Esta se equilibra en SSC 1 OX (NaCI 3M. Citrato de sodio 0.3 tvl) por 15 minutos. 

4.- El gel se coloca en una solución de 1-lCJ 0.25 N por 15 min en agitación constante. 

5.- Se lava el gel con agua desionizada con el lin de remover el exceso de UCI. 

6.- Se coloca el gel en una solución desnaturalizantc (NaOH 0.4 N I NaCJ 0.6 M) por 30 min 

con agitación constante. 

7.- El gel se lava dos veces con agua estéril por 5 min. 

8.- Postcriorn1cntc se coloca el gel en una solución amortiguadora (NaCI 1.5 M / Tris-1-ICl 0.5 

M [pH 7.5]) a temperatura ambiente por 30 min con agitación. 

9.- El gel se enjuaga en agua estéril. 

10.- Sobre un molde pyrex rectangular se coloca una caja de pctri y encima de ella una placa de 

vidrio de un tamaño mayor que el gel que se transfiere. 

11.- Se cortan tres piezas de papel 3 MM Whatman del mismo ancho del gel y de una longitud 

que le permita tocar la solución de transferencia (SSC IOX) que se encuentraba en un pyrex. 

12.- Las tres piezas de papel se humedecen con la n1isma solución de transferencia y se colocan 

una por una sobre la placa de vidrio. evitando que queden burbujas entre el papel y el gel. 

t 3.- El gel se coloca encima de ellas con la parte superior hacia abajo. evitando dejar burbujas 

entre el papel y el gel. 

t 4.- La men1brana de nylon previamente humedecida en agua estéril (20 min). se coloca sobre 

el gel cuidando de no atrapar burbujas. 

15.- Tres piezas de papel 3 MM del mismo tamaño del gel se colocan sobre la membrana de 
~ .. ~:--. 

nylon. 

16.- Se apila papel absorbente (periódico) del tamaño del gel, encima de los papeles filtro. Una 

altura de 1 O cm es suficiente. Se pone un peso de aproximadan1ente 500 g por encima del papel 

absorbente. 
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17.- El pyrex debe contener uproximadmnentc 500 ml de solución de transferencia (SSC IOX). 

La transforencia se deja de 1 2 a 1 8 horas. 

18.- Una vez que!' Ja transf't:rencia se llc:va a cabo se retira Ja me1nbrana del gel. se coloco en una 

solución de NaOH 0.4 N por I min y se agita suavemente. 

J 9.- La membrana se neutraliza en Tris-HCI 0.2 M (pH 7.5]. SSC 1 X por un minuto. 

20.- Se Java Ja me1nbrana en SSC 2X para eliminar los residuos de agarosa y se seca sobre un 

papel filtro. El DNA es fijado a Ja membrana por radiación ultravioleta a 120,000 J/cm~ por dos 

minutos. 

Vll.J 7. lnr~cción a alta multiplicidad 

Esta técnica se utiliza para infectar bacterias hospederas de Echerichia coli con el 

bacteriófago A y asf lograr obtener DNA de fago A. que se utilizará como control negativo en 

las reacciones de amplificación por PCR,, debido a que la biblioteca se encuentru clonada en 

fago}.. (}.. ZIPLOX) 

1.- Una asada de bacterias hospederas Y 1090 es cultivada en JO mi de medio liquido (LB) 

suplementado con mahosa % y MgCl2 10 mM. por 8 ha 37ªC. con agitación. 

2.- En un matraz de J 500 mi con 250 mi de medio liquido NZY se inocula un mi del cultivo de 

bacterias hospederas Y 1090. Se incuba a 37ªC con agitación vigorosa (250-300 rpm) hasta que 

la densidad óptica del cultivo fue de 0.5 a 600 nm (3-4 h) 

3.- El matraz se inocula con aproximadamente 106 -107 ufp (unidades formadoras de placas) del 

bacteriófago A. y se continua con Ja incubación a 37ªC con agitación vigorosa (200-250 rpm) 

hasta que ocurra Ja lisis (dejar toda Ja noche). 

4.- Se adicionan aJ matraz S mi de cloroformo para terminar de lisar las células que aún no se 

hubieran lisado y se continua agitando por 20 min. Se decanta cuidadosamente Ja fase acuosa a 

tubos corcx . 

S.- Se centrifuga por 1 O min a 12000 x gen rotor JA-20 a 4ªC recuperando el sobrenadante. 

6.- Para SO mi de liquido con fago~ se adicionan 1 O µJ de DNAsa 5 mg/mJ y 25 µ1 de RNAsa 1 O 

mg/ml se incuba por 2 ha 37ªC sin agitación. 

7.- Se centrifuga 1.5 hrs a 43000 x g (en rotor 60 Ti) a 4ªC. 

39 



8.- Se remueve el sobrenadantc e invierte el tubo en papel absorbente. 

9.- La pastilla translúcida del fago fue rcsuspcndida en 200 J..ll de Tris-CI O.OS M [pH 8]. 

10.- La solución fue trnnsferido.1 a un tubo de microccntrifugu y se adicionan 200 J..ll de fcnol 

(saturado con Tris pH 7.5). 

11.- Se agita durante 20 min en vortcx y centrifuga 6 min en microfuga. recuperando la fase 

superior y adicionando 200 µl <le fcnol. se agita 20 ni.in y centrifuga 1 O min en microfuga. Se 

recupera la fase superior. 

12.- Se agregan 200 µI de cloroformo. se agita en vortex por 20 min y se centrifuga tres min 

recuperando nucvani.ente la fase acuosa superior. 

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

dos volúmenes de etanol frío 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 último lavado se deja la pastilla perfectamente seca y se rcsuspende el DNA con 

buffer TE [pH 8.0] o bien con agua estéril (SO J..d). 

16.- La cuantifición del DNA se realiza tomando 1 µl y afornndo a 100 µI para poder leer en el 

espcctrofotómetro a 260 y 280 nm. Posteriormente se carga una alícuota de DNA sin digerir en 

un gel de agarosa separándose por electroforesis. Se observa en transiluminador. Posteriormente 

otra alícuota se digiere con enzimas de restricción. 

VU.18. Aislamiento de RNA con tiocianato de auanidina (Chomczynski and Sacchi, 1987). 

La razón más común para el aislamiento de RNA es la necesidad de evaluar el tamai\o~ 

la expresión tejido especifica y la cantidad relativa de mensaje. La extracción de RNA y la 

hibridación tipo Northern es una alternativa para lograr conocer el mensaje de alguna proteína 

en panicular, saber en que tejido se encuentra exprcsandose 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 

lábil y susceptible a degradación. 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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problcmus de contan1inación. todos las soluciones usadas deben tratnrsc con dictilpirocarbonato 

(DEPC) que inuctiva las ribonucleasas. EL material de plástico debe esterilizarse por al menos 

30 min y el material de vidrio hornearse a 300ºC por al menos cuatro horas (Strommcr c:t al .• 

1993). Otros cuidados son. el emplear siempre guantes y trabajar cerca del mechero. 

1.- Un g de tejido de vaina de frijol. de los diferentes días muestreados (7. 14. 21 y 28 dias 

después de tloraclón [ddf]) se tritura con nitrógeno liquido en un mortero pre-enfriado. hasta 

obtener un polvo fino. 

2.- Se adicionan 10 mi de solución D (tiocianato de guanidina 4M. citrato de sodio 25 mM [pH 

7]. Sarcosyl 0.5%. 2-mercapto etanol 0.1 M). se mezcla perfectamente. 

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

4.- Se agregan 10 nll de Cenol saturado con agua y se mezclan. 

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

6.- Esta suspensión final se agita vigorosamente por 1 O seg. 

7 .- Se incuba en hielo por 15 min. 

8.- Se centrifuga a 10000 rpm por 20 mina 4ºC. 

9.- La fase acuosa se transfiere a nuevo tubo y se aftade 10 n1l de isopropanol helado, se mezcla 

e incuba por 1 h a -20°C. 

10.- Se centrifuga a 10000 rpm por 20 mina 4ªC. 

l 1.- La pastilla de RNA se rcsuspende en 3 mi de solución D. 

12.- Se precipita aftadiendo un volumen de isopropanol e incubando por 1 h a -20°C. 

13.- Se centrifuga a 10 000 rpm por 20 mina 4ºC. 

14.- La pastilla se lava con 10 mi de etanol al 7So/o, centrifugando IS mina 10 000 rpm. 

15.- La muestra se resuspende en 0.5 mi de agua tratada con DEPC. 

Vll.19. Elcctrofore•ia de RNA en •istema dnaaturaliz•nte (Thomas, l 980) 

Geles de agarosa y formaldehido son los recomendables para muestras de RNA y para 

usarse con membranas Hybond cargadas positivamente para lograr una transferencia mas 

eficiente del RNA. 
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Para poder efectuar el análisis de h1.., c•m1bios en los niveles rclntivos de Jos trnscritos. es 

111uy importnntc ascgurnrsc de que sc caq,!L" l;1 mi!'ma cantidad de RNA en cada carril del gel. de 

numera que sea posible atribuir las difon:ndas detectadas únicamente n la cantidad de mensaje. 

1.- La preparación de muestrOJs de RNA si: hi7o en el siguiente orden. 

RNA (volun1en final 30 pg en 6 1-tl ) 

Formamidn (deionizada) 

Amortiguador MOPS 1 OX 

Formaldchído (37%) 

l:?.5 pi 

:?.5 pi 

4.0 pi 

MOPS IOX (0.2 M acido sulfonico. U.5 M ucetato de sodio pH 7. 0.01 M Na2 EDTA) 

2.- Se incuba el RNA 5 minutos a 65ºC. 

3.- Colocar en hielo y adicionar 2.5 pi Uc amortiguador de carga (Glicerol 50 % (v/v). Azul de 

bromofcnol 0.1 mg/ml. Xilen cianol O. 1 mg/ml) 

4. El gel de agarosa fue preparado di.!' Ju siguiente fr">rma 

Agarosa 

Buffer MOPS 10 X 

Agua estéri 1 

1-l.5g 

lOml 

75 mi 

Esto. mezcla se calienta en horno de microondas hasta disolver la agarosa. 

5. Se verifica el volumen y se ajusta a 83 mi paro. un volumen final de t 00 mi. 

6. Se espera a que Ja agarosa se enfríc- (45-50º C} y se adicionan t 7 mi de formaldehído {37%) 

se mezcla y se vacía inmediatamente en el molde del gel para que polimerice. 

7. El gel se corre en amortiguador f\10J>S J X por 4 ha 50 volts 

Vll.20. Tr•n•rerenci• de RNA por t:upilaridad a membranas nylon Hybond N+ 

En la transferencia de RNA el gel no requiere un tratamiento de desnaturalización como 

en el DNA y esto debido a que el gel de RNA es desnaturalizante. Por Jo tanto la transferencia 

se realiza como está descrito en la tCcnicn Uc transferencia de DNA (VJIJ.12) con la variante de 

que para RNA comienza a partir del paso 10. 

1.- Sobre un molde pyrex rectangul•lr se coloca una caja de pctri y encima de ella una placa de 

vidrio de un tamafto mayor que el gel que se transferirá. 
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2.- Se cortan tres piezas de papel 3 MM Whatman del mismo ancho del gel y de una longitud 

que le permita 1ocur Jo solución de transferencia (SSC 20X ) que se encuentra en el pyrcx. 

3.- Las tres ph.•r..as de papel se hun1edcccn totalmente con Ja misma solución de transferencia y 

se colocan una por una sobre Ja placa de vidrio. evitando que quedaran burbujas entre el papel y 

el gel. 

4.- El gel se coloca encima de ellas con Ja parte superior hacia abajo. evitando atrapar burbujas 

entre el papel y el gel. 

S.- La mcn1bnma nylon Hybond-N ... del mismo tamm1o del gel previamente humedecida en agua 

estéril (20 min.). se coloco sobre el gel sin arrapar burbujas. 

6.- Tres piezas de papel 3 MM del mismo tamaño del gel se colocan sobre la membrana de 

nylon. 

7.- Se apiJa papel absorbente (periódico) del tamai\o del gcl._encima de Jos papeles filtro. un 

grosor de 1 O cn1 es suficiente. Se pone un peso de aproximadamente 500 g por encima del papel 

absorbente. 

8.- El pyrcx tiene aproximadamente 500 mi de solución de transferencia (SSC 20 X). La 

transf"erencia se deja de 12 a 18 horas. 

9.- Una vez que Ja transferencia se JJcva a cabo ( J 2-J 8 hrs) se retira Ja membrana del gel y se 

Java Ja men1brana en SSC 2X para eliminar Jos residuos de agarosa. La membrana se deja 

secar sobre papel filtro y el DNA se fija a Ja membrana por radiación ultravioleta a 120.000 

J/cm2 por dos minutos. 

Nota: es recomendable guardar Jos filtros envueltos en papel 3MM y dentro de una bolsa de 

plástico o bien en una cántara de vacío si no se emplearan inmediatamente. 

La hibridación de estas membranas se realiza de acuerdo a la descripción del punto 
Vll.6. 
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VIII. RESULTADOS 

Vlll.1.Western-blot 

Al realizar el anatisis por Western blot de las electroforesis con las muestras problema. 

no se observó un reconocimiento de los anticuerpos de PEPC de maíz con la proteína PEPC de 

frijol empleando 10. 15 y 20 J.tg de proteina total extraída de hoja de frijol. Por esto se decidió 

incrementar la cantidad de proteína en Jos geles a 30 y 40 J.lS de proteína total y con esta 

concentración si se logró un reconocimiento de una banda de aproximadamente 100 kD 

semejante a la banda control de maíz. Sin embargo. el reconocimiento no fue del todo claro ya 

que la banda se observaba un poco barrida y también había un fondo inespecífico contrario a Jo 

que se observa en el carril con maíz en donde se nota una banda especifica y sin fondo 

inespecífico. Apanc del control que fue extracto total de de hoja de maiz también se utilizó 

como control proteina pura PEPC de germen de trigo (Boehringer), la cuál también mostró un 

cruzamiento especifico. Una modificación que se realizó en los siguientes Western fue el 

revelado, el cual se realizó con el Kit ECL (Arnersham). Los resultados obtenidos son 

mostrados en la Figura 4. 

La inmunoelcctroforesis se repitió 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 rnaiz en el escrutinio de la 

biblioteca de cDNA de frijol, no sabemos si seria posible lograr identificar clonas positivas. Por 

tal motivo, se decidió cambiar la estrategia para el sondeo de la biblioteca y fue mediante 

hibridación convencional con una sonda de DNA marcada con 32P. 

VIJl.2. Primer escrutinio 

En este primer escrutinio se plaquearon seis cajas de pctri grandes con 50,000 placas 

rccombinantes por caja. Se empicó como sonda el fragmento de 650 pb correspondiente a PEPC 

de frijol (pPvPEPC) marcado rcadiactivamentc (Figura 5). En la primer ronda se aislaron seis 

clonas y se diluyeron en l mi de PDB. Se determinó el titulo de cada clona para poder plaqucar 
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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 esrn 

kD HM HF HM HF T HM HF 

Figura 4. Resultados del amilisis de inmunoelectroforesis para determinar el 
reconocimiento de PEPC de frijol empicando anticuerpos contra PEPC de maíz. llM 
prott:"ína de hoja de maíz (IS µg). llF proteína soluble de hoja de frijol (40 µg) 9 y T 5µg de 
PEPC purificada de trigo (Ooehringer). Los anticuerpos se emplearon en un:. dilución 
1:200 y se reveló con el kil ECL (Amersham). 

tercer ronda se encontró que casi todas las clonas hibridaban y en este paso se procedió a 

purificar cuatro clonas mas, representativas de cada caja es decir las que mostraran una mejor 

hibridación y las que se encontraran mas separadas entre si para evitar que se diera una 

contaminación con otras clonas cercanas. 

De estas clonas se procedió a realizar la escisión in vivo para obtener el plasmido pZL 1 y 

a partir de éste cortar con BamHJ y Smal para liberar los insertos, los cuales, al observar en gel 

de agarosa mostraron un tamaño de aproximadamente 2.5 kb (Fig_ 6A) que nos indicaba que era 

una clona con un tamaño cercano al tamaño del gen reportado de PEPC que es de 3.5 kb. Para 

confirmar que estas clonas eran positivas se procedió a transferir el DNA de las clonas del gel a 
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un soporte sólido de nylon. para posteriormente hibridarlo con la 1nisma sonda homóloga de 

PEPC de frijol c..:1.."ln la que se realizó el escrutinio de la biblioteca (Fig. 6B). En In Figurn 6B se 

pb 

4300------
2000------

2 3 4 6 

Figura S. Gel de agnrosa para observar el inserto empicado como sondn. Liberado del 
vector pTZlK con las enzimas Eco RI y llind 111. Carril t. 6 n1arcador DNA de h. cortado 
con llind 111. Cnrrilcs 2. 3, 4. 5 inserto de 650 pb. 

mucstrn la pelicula obtenida de la hibridación de las clonas positivas. en las que se observa 

hibridación con los insertos, lo cual confirma que las clonas pueden ser positivas. 

Para confinnar 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 llevó a cabo la 

sccuenciación del extremo 3 'de estas clonas, la cual fue realizada en Universidad de California 

en Berkeley por lu Dra. Hcrrninia Loza. Las clonas resultaron ser falsas positivas porque al 

obtener la secuencia y compararla con secuencias reportadas en el GcneBank no mostraron 

homologia con las PEPC descritas (su secuencia fue parecida a la de una protcina viral) Por lo 

tanto, se decidió realizar un nuevo escrutinio. Sin embargo. en base a la hibridación se piensa 

que si tenernos clonas positivas y que habria que intentar secuenciar el otl"o lado de1 cDNA parn 

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

homokigia. por Jo que habría que analizar esas clonas con mas cuidado. 

kb 

2.2-----
2.0-----

0.5-----

2 3 

A 

4 5 6 7 

B 

Figura 6. A) Análisis de restricción de los productos de escisión in ,.;,.,, de AZIPLOX de 
dos clonas de la biblioteca de cDNA.. Carril 1, DNA de A. cortado con Hind 111. Carril 2, 
clona 1 sin corlar. Carriles 3 y 4, donas 1 y 2 cortadas con Bam Hl/Sma 1, para liberar el 
inserto clonado en el vector pZL 1. D) Hibridación por Southern-blot de estas clonas 
empicando sonda hornóloga de PEPC de frijol pPvPEPC. Carril S, clona 1 sin cortar. 
Carril 6 y 7 clonas 1 y 2 respectivamente sin cortar 
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Vlll.3. Sc-gmulo Escrutinio. Esc1·utinio por PCR seguido de hibridación co1n-encionnl. 

Esta tCcnica combinada de PCR se usó en la primera ronda del segundo escn1tinio previo 

a la hibridación convencional. Para esto se plaquearon 400,000 ufp y de estas cajas se 

obtuvieron dos filtros uno para hibridación y otr-o para PCR el cual se dividió en 6 secl:iones a 

manera de pastel. Después de colocar la membrana sob.-e la caja se esperaron dos minutos para 

que se trnnsfi.-ie.-a el DNA de los fagos el cual se cluyó con PDB de cada sección. Al eluido se 

Je hicieron lavados con fenol-clorofo.-mo y de esta solución se procedió a realiza.- los PCRs 

empleando Jos oligonucleótidos descritos en la sección Vll.8. Los productos amplificados se 

corrieron en geles de agarosa al 1 o/o. ·En estos geles se observaron productos de un peso 

aproximado al esperado de 650 pb (Fig. 7) 

2 3 4 5 6 

Fiaura 7. Electroforesis en gel de agarosa donde se observan los productos de 
amplificación de PCR. Se utilizó el UNA de los fagos recombinanles, eluido de los filtros 
de las cajas utilizadas en el segundo escrutinio. Carril 1, marcador de DNA de A. cortado 
con Hind 111. Carriles 2, 3, 4, 5, 6, 1>roductos obtenidos de los eluídos de las cajas 1 9 29 3 9 4 
y 5 respectivamente. 
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Este gel se transfirió a una membrana de nylon y se hibridó con la sonda homóloga 

PEPC de frijol (pPvPEPC). Los resultados se muestran en la Figura 8. En esta figura se observa 

hibridación con Jos productos obtenidos a partir de la elución de algunas secciones de 6 cajas. 

Con estos resultados obtenidos se procedió a reaJizar el'escrutinio por hibridación convencional 

con el segundo filtro La hibridación se realizó a una temperatura de 63°C y confirma que hay 

placas positivas en estas cajas. Estas clonas coinciden con la secciones de las cajas positivas de 

PCR. Se aislaron dos clonas por cada caj~ se realizó la titulación para conocer el titulo de Jos 

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

2 3 4 5 

Fiaura 8. Hibridación medianle soulhern de los productos de ·amplificación por PCR de 
las cajas con raso• del sesundo escrulinio. Carril l. caja l. Carril 2. caja 2. Carril 3. caja 
3. Carril 4. caja 4. Carril s. caja !i. Hibridación con sonda homóloga de PEPC de f"rijol. 

En esta ronda nuevamente se repitió Ja hibridación de clonas y se realizó la tercer ronda 

para purificar las clonas positivas se aislaron clonas y por último se realizó una cuarta ronda con 

una densidad baja con Ja finalidad de obtener clonas positivas individuales y pur-as para poder 
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aislarlas fácilmente y así emplearlas en los análisis 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 donas 

Primera 4 

Primer escrutinio Hibridación Segunda 18 

Tercera 30 

2 secuenciadas 

Segundo escrutinio PCR Una 6 cajas positivas 

Hibridación Primera 8 

Segunda 16 

Tercera 32 

Cuana 20 

Tnbla 4. Clonas aisladas en las rondas de los esc:rutinios 

Vlll.ol. Northern-Blol 

El segundo objetivo del presente trabajo fue analizar la expresión de la PEPC en 

diferentes tejidos de la planta de frijol. Para llevar a cabo dicho objetivo se procedió a ex.traer 

RNA de hoja. tallo. raíz y vaina de 7. 14. 21 y 28 días después de la floración. Se calibró la 

cantidad de RNA a cargar en los geles por medio de cuantificación espectrofotométrica y 

observando geles de agarosa en transiluminador con las concentraciones apropiadas hasta 

coincidir con la cantidad obtenida por espectro y por observación en fotos de geles de 

calibración. Una vez calibrada la cantidad de RNA de todas las muestras se procedió a realizar 

electroforesis desnaturalizante cargando los carriles con 50 ).lg de RNA. El RNA de estos geles 
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fue transferido a membranas de nylon e hibridado con la sonda homóloga de pPvPEPC de 

acuerdo a como se describe en el punto Vtl.6. 

Analizando los resultados de los Northerns se observa que en vaina de 7 días se presenta 

un transcrito abundante de aproximadame'nte 3 kb el cuál decrece en vaina de 14 y permanece 

mas o menos estable en el muestreo de 21 y 28 ddf. En esta hibridación 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 raíz no es detectable (Fig. 9). 

HF T R V7 Vl4 V21 V28 

3 kb---> 

Fisura 9. Northern-blot de RNA total de varios rejidos de frijol. (llF) hoja de frijol, (T) 
tallo, (R) raiz, V7, Vl4, V21, V28 vaina de frijol de diferentes días después de la Ooración. 
La hibridación se realizó con sonda homólogo de f'rijol como se describe en Materiales y 
Métodos. Cada carril fue cargado con 50 µg de RNA. 
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IX. DISCUSION 

Escrutinio de la biblioteca de cDNA de ''aina de frijol para aislar e-1 gen de la PEPC. 

Cuando se esta interesado en buscar un gen que se expresa en cierto tejido un escrutinio 

de una biblioteca de ONA complementario es la táctica 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 

(Hernández, 1995) a partir de RNAm expresado en vaina de frijol de 7 dias después de la 

floración. Se sintetizó DNA complementario empleando la Transcriptasa Reversa SuperScript 11 

(RT) (GIBCO 200 U/µI) y el cDNA se clonó en el vector A ZIP-LOX. Este sistema tiene la 

ventaja que permite realizar la excisión i11 vivo con el fin de obtener DNA plasmídico de PZL l 

de donde a su vez. se pueden extraer los insertos clonados más fácilmente que empleando DNA 

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

Teniendo la biblioteca de cDNA de una buena calidad el siguiente punto determinante en 

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

ventaja que presenta el sistema de ZIP-LOX es que el cDNA se encuentra clonado bajo la 

dirección de un promotor inducible por IPTG (P,-galactosidasa). lo cual bf"inda la posibilidad de 

efectuar el escrutinio con anticuerpos anti-PEPC. Por esa razón y debido a que contábamos con 

anticuerpos contra PEPC de maíz., primeramente se realizaron pruebas para determinar si el 

anticuerpo reconocía a la proteina PEPC de frijol. Después de muchas pruebas no se logró 

obtener un buen cruzamiento y se optó por realizar el escrutinio por otro medio. Por tal motivo 

se decidió realizar el escrutinio por hibridación con una sonda homóloga la cuál fue producida 

en nuestro laboratorio por Ayala en 1996, por medio de la técnica de amplificación por PCR a 

partir de cDNA de la biblioteca de vaina de frijol. 

Contando ya con una sonda homóloga se comenzaron los escrutinios por medio de 

hibridación convencional con la sonda marcada radiactivamente con 32P. En esta sección el 

punto importante fue definir las condiciones de hibridación (Tiempo y Temperatura) y esta 

elección es en base a ensayos previos de hibridaciones con esta sonda. Después de estas pruebas 

Ja temperntura de hibridación que se eligió fue de 63º 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 pctri grnndcs con 50.000 placas por 

caja. 

Se realizaron dos rondas de escrulinio de la bibliolcca empleando sonda homóloga de 

frijol. plaqueando un total de 900,000 clonas recombinan1es de las cuales se aislaron 30 clonas 

positivas en los dos escrutinios. Se realizó la escisión in \•fro de l O de estas clonas y se 

realizaron cortes con enzimas de restricción con los cuales se observo que el tamaiio de estos 

insertos fue variable. encontrando clonas de entre l y 2.5 kb. Es importanle mencionar que al 

secuenciar las clonas positivas obtenidas en este primer escrutinio y alinearlas con otras 

secuencias de PEPC reportadas. no presentaban gran homología. Sin embargo. 

desafortunadamente estas clonas no pudieron ser analizadas con mas detalle. ya que debido a 

que fueron secuenciadas en el extremo 3 ·• cabría la posibilidad de que no se haya llegado a 

secuenciar la región codificadora y que la region no traducible esté poco conservada. 

Independientemente de esto. se decidió realizar un segundo escrutinio, primeramente por 

medio de PCR y aquí se emplearon seis cajas las cuales se plaqueron con 50,000 clonas 

recombinantes cada una. Los filtros levantados de cada caja se dividieron en seis secciones y de 

cada sección se tomó el eluido. el cual se empleó como molde en la reacción de PCR. Los 

productos de PCR se corrieron en geles de agarnsa y fueron del tamaño esperado (650 pb). 

Estos se transfirieron e hibridaron con Ja sonda homóloga observandose una hibridación de los 

insenos en las secciones de las seis cajas (Fig 6). En esta figura solo se observa de cinco cajas. 

Esta hibridación indica que en cada caja hay clonas positivas. Por esta razón se decidió 

continuar el escrutinio con hibridación convencional y en este escrutinio se encontraron clonas 

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

positivas se aislaron las clonas representativas y se realizó escisión ;,, vivo. El tamaiio de estas 

clonas fue de 1 a 2 kb. Con esto se termino el trabajo con respecto al aislami~nto de clonas 

recombinantes que contengan un fragmento 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 encontra~lo completo seria el sondear nuevamente la biblioteca de cDNA 

empleando como sonda la clona con el mayor tamaño de cDNA. tambien sería posible empicar 

la técnica de Extensión de Primero. con lo cual seria factible lograr tener la clona completa 
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(Ooni 1993 ). En conclusión sobre el escrutinio se puede decir que en este trabajo lograron 

aislarse clonas positivas que presentan una secuencia del gen que codilicn a PEPC. faltando por 

confirmar por medio de la secuenciación que tan parecidos son los genes aislados. con las otras 

secuencias ya reportadas en el GeneBank. 

Expresión de PEPC en direrente• tejidos la planta de frijol. 

Con respecto a los análisis de expresión de los 1nensajes de la PEPC, se observó que la 

sonda empleada detectó un RNA complementario en t~iidos de tallo. hoja y vaina de frijol. En 

r-ai~ no fue posible detectar la presencia de este RNA aunque se sabe que la expresión de PEPC 

durante el proceso del establecimiento de la simbiosis con U.hi::ohi11m, es un punto detenninante 

en el éxito de esta relación y esta enzima se encuentra en niveles altos en nódulos 

meristematicos de alfalfa. en zona de infección y en tejidos vasculares (Pathirana 1997). Al no 

detectarlo quizas sea debido a que el gen que se expresa en raiz de frijol corresponda a alguna 

isoforma que la sonda empleada no detecta, aunque esto seria muy extraño considerando la 

naturaleza de la sonda (región de unión al substrato). 

En los tejidos en los que se detecta el mensaje, se observa un RNA de aproximadamente 

3 kb, tamaño un poco menor al determinado para otras especies. Por ejemplo, en raiz de maiz 

se ha determinado un ramaño 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 presentó una abundante cantidad de mensaje que se observa con un tamai\o 

ligeramente menor al observado en vaina. Esto no se analizó con mas detalle, pero sería 

interesante definirlo. En hoja se observa además, una ligera hibridación con erra banda de 

mayor tarna;o~ aproximadamente 3 .8 kb. Esto es interesante ya que podria estar relacionado con 

los datos obrenidos en el laborarorio de la Dra. Rosario Muñoz. quien al tratar de purificar 

PEPC de hoja de frijol aislan dos formas de diferente peso molecular. (XVIII Reunión de 

Bioquímica Vegeral, Morelia Michoacan 1993). Sin embargo, no ha queda claro si esras dos 

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



para definir esta incógnita cuando se tenga un fragnncnto de DNA de PEPC de frijol de mayor 

tamaño. 

La expresión de PEPC en tallo no ha sido descrita detalladan1ente. solamente hay un 

estudio en G!;:·d11e1 n1ax en donde se observa que el correspondiente mensaje esta presente en un 

nivel similar en hoja. tallo. 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. 

En tejido de vaina. la mayor cantidad de mensaje se presenta a los 7 ddf. Sin embargo. 

confbrme madura este lejido Ja cantidad de ese mensaje es menor, manleniendose mas o menos 

estable a lo largo del desarrollo de la vaina (Fig. 9). Analizando estos resultados y 

comparandolos con Jo encontrado por A. Delgado ( 1992) cuando mide la actividad de la PEPC 

de vaina de frijol, se observa que al principio Jos niveles de PEPC debieron haberse 

incrementado paralelamente a la actividad de la enzima. Sin embargo, la actividad continúa 

incremenrandose después del día 7 mientras que Jos niveles de RNA disminuyen. En ese estudio 

se observa que la máxima actividad de la enzima es alcanzada entre Jos 14 y 21 ddf'. Aunque Ja 

falta de información a cerca de los niveles de esta proteína en este sistema no nos permite hacer 

una conclusión definitiva. si podemos sugerir que al principio del desarrollo de la vaina, existe 

una ,-egulación a nivel transcripcional ya que la actividad de la enzima aumenta confonne 

aumenta el RNA mensajero, pero que en etapas posteriores, la existencia de un control a nivel 

traduccional o postatraduccional debe estar involucrado en la expresión de esta proteina. 
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X. CONCLUSIONES 

Las pricipales conclusiones obtenidas de este trabajo son: 

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

de frijol. faltando por confirmar la secuencia complernmente. 

2. El mensaje de PEPC de frijol es de aproximadamente 3 kb. 

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

hoja y no se detectó en raíz. 

4. 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 probablemente estén funcionando distintos 

niveles de control de la expresión 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 traduccional o post-traduccional. podría ser el principal punto de regulación de Ja 

actividad de la enzima en vaina de frijol. 

S. Debido a que el frijol es una f"uente de alimento importante en la población Mex:icana el 

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

del cultivo en base al conocimiento de las enzimas importantes en la fijación de C02 durante 

el desarrollo de la vaina. 
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