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RESUMEN

El gen de maiz denominado AA9.24.1, fue aislado durante el estudio de la
expresion genética diferencial entre un estado de germinacion acelerada por
osmoacondicionamiento y el estadio de germinacion normal.

El gen AA9-24.1 se expresa durante la germinacion  subsecuente a un
tratamiento de osmoacondicionamiento encontrandose el transcrito desde las 15
horas mientras que en germinacion normal se detecta a las 24 horas. La expresién
de este gen es mayor en el meristemo radical que en el tallo.

La clona aislada de cDNA de AAS-24.1 tiene un tamafio de 690 pb y el RNA

mensajero completo se ha estimado en 4000 pb.
Con el fin de aislar el gen correspondiente se realizd un sondeo de una biblioteca
gendmica de DNA de maiz. utilizando la clona de cDNA como sonda. El resultado
det sondea fue una clona gendémica de 14 Kpb con un sitio interno de corte (Not
I}, lo que generd dos fragmentos, uno de 6.5 y el sequndo de 7.5 Kpb, al cortar
con esta enzima de restriccion. |

Estos fragmentos se clonaron en el vector de clonacién Bluescript para
facilitar su analisis por restriccion y secuenciacion.

Se consiguid secuenciar parcialmente una de las clonas encontrandose una
region codificante  de AA9-24.1 y una regién no codificante que contiene en su

secuencia regiones reportadas para algunos factores de transcripcion.



INTRODUCCION

Las semillas pueden definirse ya sea como un componente esencial en ia

alimentacién de! mundo o bien como el drgano que da origen a una hueva planta.

Todos ios componentes necesarios para dar origen a una nueva planta se
encuentran en la semilla; con ésta, la independencia de una nueva generacion se
inicia, ya que contiene al embrién como una planta en miniatura, equipada
estructural y fisiologicamente, con nutrientes de reserva para su crecimiento

hasta que se establezca como un organismo tetalmente independiente.

Como sale el embrion de la semilla en el momento preciso que termina
todo un proceso metabdlico, conocido como germinacidn, y como funciona todo
este sistema a nivel molecular es una de las preguntas que aun no tiene una

respuesta contundente.
Germinacién

La germinacién es una etapa en el desarrollo de las plantas que comprende
una serie de eventos metabdlicos que permiten al embridn adoptar una condicién
metabdlica propicia para iniciar la proliferacion celular a partir de un estado de
quiescencia, donde el contenido de agua es del 10 % o menor (Zufiiga, 1998).

Debido & los diversos enfogues en investigaciones realizadas sobre las
semillas, se han establecido varias definiciones de germinacién desde puntos de

vista diferentes; uno de ellos indica que la germinacién comienza con la entrada



de agua a la semilla (imbibicion) y finaliza cuando una parte del embrion,
generaimente la radicula, emerge (Bewley y Black, 1994). Desde el punto de vista
bioquimico, la germinacion puede definirse como I3 serie de eventos moleculares
que anteceden a la primera ronda de division celular (Meléndez-Lopez y Vazquez-

Ramos, 1991).

Los procesos bioquimicos dentro de la germinacién se han dividido para su
comprension en tres fases. La primera etapa O eventos tempranos de la
germinacion, inicia con la entrada de agua como Unica sefial externa, que es
suficiente para reactivar la actividad metabdlica; en esta etapa se ha encontrado
que existen reparacion de DNA y sintesis de proteinas a partir de mensajeros
residuales, que han sido asociados a procesos de desarrollo previos (Comai y
Harada, 1990); es también en esta etapa, con la entrada de una minima cantidad
de agua que la membrana plasmatica se recupera hasta su estado mas estable.
En la sequnda fase de la germinacion la entrada de agua a la semiilla es constante
y se ha encontrado que es donde existe el inicio de fa replicacién de DNA; en la
tercera etapa hay un incremento de entrada de agua a la semilla en el tiempo y

es aqui donde se lleva a cabo la division celular (Osborne, 1983).

Desde un inicio, todos los componentes para el reinicio de Ia sintesis de
proteinas estan presentes en el embrion maduro seco; en este estado los
polisomas no existen, esto es, el canjunto de RNA ribosomales y proteinas unidos
a RNA mensajero, aunque una vez que se inicia la hidratacion se incrementa el

namero de polisomas (Dommes y Van der alle, 1590).



Al principio, la sintesis de proteinas depende de la existencia de ribosomas
presentes dentro de la semilla seca. Una vez que se tiene sintesis “de novo " de
ribosomas, éstos son utilizados en cuestion de horas (Dommes y Van der Walle,
1990). Ademas se han encontrado RNA mensajeros dentro del embrién en semilla
seca, los que estan relacionados con procesos de desarrollo  previos.
Presumiblemente, los nuevos RNA mensajeros sintetizados durante la
germinacién codificardn para proteinas esenciales para el metabolismo

germinativo.

El propdsito de todos estos eventos desencadenados en conjunto  es
transformar a un embrion deshidratado, con un metabolismo muy bajo, en un

embridn activo, con un metabolismo vigaroso (Cruz- Garcia, 1997).

Existen factores que afectan la germinacidn, los que se han dividido en
factores de tipo intrinseco y de tipo extrinseco. Dentro de los factores extrinsecos
se encuentran las condiciones ambientales, como la cantidad de agua disponible,
la luz, etc. En el grupo de factores intrinsecos estdn las hormonas vegetales o

fitorreguladores, como giberelinas, auxinas, acido abscisico, etileno y citocininas.

Factores Intrinsecos: Fitorrequladores

Auxinas.- La auxina natural es el acido indolacético que se sintetiza en la
punta del tallo de las plantas jovenes en crecimiento, y en las hojas jovenes de
las plantas maduras. En las semillas, la auxina, se sintetiza en la punta del

coleoptilo y se transporta a través del sistema vascular de la planta. Se almacena



en forma de conjugados glucosidicos que liberan a la hormona activa (Cohen,
1983). Uno de los efectos de las auximas es estimular la elongacion celular
ademds de ejercer efectos de inhibicion sobre el florecimiento y el desarrollo de

frutos.

Giberelinas. Dentro del grupo de estas hormonas la mas estudiada es el
acido giberélico. Las giberelinas se sintetizan a partir del acido mevalonico en los
tejidos jovenes y en las semiltas en desarrollo. Estas hormonas provocan la
hiperelongacién de los tallos estimulando tanto la elongacion como la division
celular. En semillas inducen la germinacidn y regulan la produccion de enzimas
que hidrolizan reservas (Hill, 1977). Actian como factores que desencadenan el

florecimiento y el desarrollo de los frutos.

Etileno.- Se sintetiza a partir de metionina, en tejidos que responden al
estrés (en maduracién o envejecimiento); esta hormona se dispersa por difusion

y provoca la maduracion de los frutos y el envejecimiento de hojas y flores.

Acido abscisico.- Se produce en las hojas como una respuesta al estrés
hidrico. En la semifla en formacion induce la sintesis de proteinas de reserva y la
dormancia (Koorneef, 1984). Se le ha considerado como un modulador negativo

de la germinacion.

Citocininas.- Se producen en la punta de las raices y se les ha descrito
como estimuladores de la germinacion de semillas (Van Staden, 1983). Las

citocininas promueven ia division y diferenciacion en cultivos de tejidos



vegetales debido a que incrementan el ritmo de la mitosis y retrasan el
envejecimiento de las hojas (Miller, 1956; Skoog and Miller, 1957). Asimismo, las
citocininas pueden controlar el metabolismo de reservas energéticas
almacenadas en los cotiledones (Mufioz, 1990), en sandia se ha observado que
esta hormona puede tomar el papel de la luz al inducir la transcripcién y
traduccidn de los genes de la proteina cosechadora de luz y de unién a las
clorofifas a y b (Longo, 1990). Provocan un aumento en la sintesis del RNA
mensajero de la subunidad pequefia de la Ribulosa 1,5- bisfosfato Carboxilasa—
Oxigenasa, asi como en la tasa de biogénesis de cloroplastos (Harvey, 1974,

Teyssendier, 1985).

Dentro de este grupo de fitorreguladores se ubica a la benciladenina( BA)
que es una citocinina sintética; cuyo efecto sobre la germinacion se ha estudiado
en el departamento de Bioquimica en la Facultad de Quimica de la UNAM. Este
fitorregulador estimula la sintesis total de DNA en mas del 50% con relacion a un
control, asi como un incremento en la sintesis reparativa de DNA en ejes
embrionarios de maiz tratados con rayos y , mientras que en los ejes control
cambia e! tipo de sintesis de un tipo indefinido a uno reparativo (Zarain et al
1987; Reyes, 1988). Cuando estos mismos ensayos se llevan a caho en presencia
de inhibidores de la transcripcion y traduccion, se anula el efecto estimulatorio de
BA sobre la sintesis de DNA (Vazguez-Ramos y Reyes 1990). La benciladenina
adelanta el inicio de la replicacion de DNA, de tal forma que un evento que

ocurre normalmente en un plazo de 15 horas después de la entrada de agua ,



se presenta a las seis horas de germinacion (Reyes et al, 1991). También se ha
encontrado que aumenta la actividad de DNA polimerasa nuclear (Vazquez-
Ramos and Reyes, 1990) y promueve /7 vitro un cambio cuantitativo en la

poblacion de RNA mensajeros traducibles (Zufiga, 1991).

Factores extrinsecos

Temperatura. - La temperatura regula el ritmo de la germinacién, el
porcentaje de la germinacion y el subsecuente crecimiento de la plantula. En
general, el ritmo de germinacion es lento a temperaturas bajas y existe una
temperatura Gptima; temperaturas mayores a ésta pueden causar dafios a la
semilla. Todas las semillas tienen un minimo, un optimo y un maximo de
temperaturas para llevar a cabo la germinacidn y estas temperaturas difieren con
la especie. La temperatura minima es la temperatura mds baja a la cual la
germinacion ocurre. La temperatura dptima para la germinacién de semillas es
cuando la mayoria de una poblacién de plantulas es producida con el mejor ritmo.
La variabilidad en las temperaturas depende de ta especie; por ejemplo, se ha
observado que semillas de brécoli vy zanahoria son capaces de germinar a
temperaturas de  hasta 4.5°C. Algunas otras requieren fluctuaciones de
temperatura (dia y noche) de hasta 10°C (Arteca, 1995).En maiz se reporta una

temperatura optima de entre 28 y 30 °C (Raven, 1992).

Aereacion.- Para obtener una répida y uniforme  germinacion, el

intercambio gaseoso es esencial. El oxigeno es requerido para los procesos



respiratorios normates dentro de la germinacion de semillas y debe ser mantenido
en una cantidad muy cercana al 21 %. El dioxido de carbono, producto de ia

respiracién, inhibe la germinacion cuando se acumula en el medio (Arteca, 1995).

Luz.- Este factor ha sido reconocido desde mitad del siglo XIX como un
factor critico de control en la germinacion (Crocker 1930). El reactivo fotoquimico
fitocromo, el cual esta ampliamente distribuido en plantas, esta involucrado en
los mecanismos de sensibilidad a la luz en plantas (Bewley and Black 1985,
Taylorson and Hendricks 1977). Cuando semillas en imbibicién son expuestas a
luz infraroja cercana (660-760 nm), hay una promocion de la germinacion vy el
responsable es el fitocromo; mientras que si estas semillas bajo las mismas
condiciones son sometidas a luz infraroja lejana (760-800), entonces la respuesta
del fitocromao es la de inhibir fa germinacién (Borthwick et al, 1954).En las semillas
de lechuga tas citocininas estan relacionadas con las respuestas del fitocromo,
incrementando el efecto inhibitorio en el infrarojo lejano (Miller, 1956). El acido
abscisico inhibe la germinacion en presencia o en ausencia de luz, en el caso del

acido giberelico, este no tiene efectos en la oscuridad pero si en presencia de luz.

Agua.- El agua es el principal elemento para el inicio de la germinacion de
semillas vy para la sobrevivencia de la plantula. El potencial osmético en el medio
depende de la cantidad de soluto disueltoc en el agua. Bajo condiciones de alta
concentracién de sales el potencial osmdtico es muy negativo, lo que representa
poca agua disponible causando la inhibicién de la germinacidn (Ayers, 1952).

Una interrupcion en el suministro de agua durante la germinacién puede disminuir



dentro de una poblacién el porcentaje de germinacién y hacer que las semillas
experimenten estrés (Donnen and MacGillivray, 1943). Dentro de algunas especies
de plantas, una exposicidn a una cantidad excesiva de agua da como resultado
la produccién de sustancias que reducen la cantidad de oxigeno disponible al
embridn vy eleva la cantidad de sustancias inhibitorias en la semilla y como

consecuencia se reduce la germinacion (Atwater, 1980; Heydeker, 1977).

Como se ha mencionado, los factores ambientales son determinantes en el
proceso de germinacion, en especial el contenido de humedad, que resulta tan
determinante que puede ocasionar desde una disminucién en el metabolismo
germinativo hasta su inhibicién total. Dependiendo de las condiciones de estrés a
las que se someta a la semilla y en el punto en que la germinacion se interrumpa,
puede lograrse la germinacion o no, al restablecer las condiciones dptimas de

humedad.

Osmoacondicionamiento de semillas de maiz

Se han desarrollado métodos que han permitido la manipulacion de la
cantidad de agua dentro de semilla durante la germinacion, la cual se inicia pero
no concluye; una de estas metodologias es el osmoacondicionamiento de

semillas (Heydecker y Coolbear, 1977; Bradford, 1986).

El osmoacondicionamiento {OSMA) es un método para el control de agua
libre en las semillas, brindando la suficiente cantidad para activar el metabolismo,

pero insuficiente para que ocurra emergencia de la radicula.



Se ha demostrado que la germinacion es mas rapida y uniforme en
semillas osmoacondicionadas que en semillas no tratadas (Brocklehurst and
Dearman, 1983). Las condiciones a seguir para lograr el osmoacondicionamiento
dependen de las especies a tratar, pero generalmente el contenido de humedad
de las semillas es mantenido en 40-45 % (en base himeda), lo que equivale a
tener a la semilla en una humedad del 90 -95 % de la humedad con la que

normalmente germinaria.

El osmoacondicionamiento se logra mediante la incubacion a temperaturas
especificas por un periodo de tiempo determinado, en polietilenglicol (PEG 6000)
o en solucién salina con un potencial osmotico que varia (segun la especie) entre

-1.0 y-1.5 MPa (Bray et al, 1989).

Se ha encontrado en diferentes especies de semillas que una consecuencia
del OSMA es una rapida reanudacion de los procesos de crecimiento durante la

germinacion subsecuente (Bray et al, 1989).

Se sugiere que el fratamiento de osmoacondicionamiente conduce a las
semillas hacia el instante de la germinacion, permitiendo que se lleven a cabo
las fases I y II de ia entrada y distribucién de agua y extendiendo la duracion de
la fase II en la cual pueden permanecer en un periodo de 7 a 14 dias permitiendo
la reparacion de dafios. Esto permite que la semilla en el momento de una
germinacién subsecuente tenga un metabolismo sincronizade y rapido con

relacion a semillas no tratadas.



Las semillas osmoacondicionadas parecen incrementar su longevidad
durante el almacenamiento, lo que se ha observado en semillas de pimiento
(Georghiou et al, 1987) y cebolla (Dearman et al, 1987), pero se ha discutide que

esto depende de las condiciones de almacenamiento.

Se ha demostrado en varias especies como poro {Bray et al, 1989), tomate
{(Coolbear and Grierson, 1979) y maiz (Cruz-Garcia et al, 1995). que durante el
osmoacondicionamiento no existe un incremento en el contenido de DNA nuclear
en la semilla y tampoco existen evidencias de division celular. Los incrementos
que han sido detectados en |a cantidad de DNA durante el OSMA son debidos a
la replicacion mitocondrial o a la reparacién det DNA nuclear {Ashraf and Bray,

1993).

Estudios realizados en poro indicaron que la replicacién de DNA nuclear y la
actividad de las DNA polimerasas o v 8 se inicia una vez que la semilla esta lista
para germinar, es decir, que fas condiciones del medio son las adecuadas (Ashraf

and Bray, 1993).

Durante el periodo de osmoacondicionamiento se ha observado qgue existe
reparacion de la membrana plasmatica y gue ésta reparacion es concluida antes

de la germinacion subsecuente (Woodestock and Tao, 1981).

tas actividades metabdlicas que son detectadas durante el OSMA se
potencian una vez que las semillas son transferidas a condiciones dptimas de

germinacion. Por ejemplo, se ha encontrado que la replicacion de DNA en la



germinacion subsecuente en las semillas osmoacondicionadas de jitomate, se
inicia a las 20 horas de imbibicidn, mientras que en la germinacion de semillas
sin osmoacondicionar,la-replicacion se inicia a tas 40 horas (Coolbear y Grierson,

1979).

Dentro de nuestro grupo de trabajo se han establecido las condicones de
osmoacondicionamiento para semillas de maiz y frijo! donde se encontré que
para el caso del frijol las condiciones ideales de potencial osmdtico para tener
semillas osmoacondicionadas es de -0.8 Mpa; para esto se utilizd como agente
osmético polientilenglicol (PEG) 8000 (Sanchez et al, 1997) El PEG es un polimero
que ha sido utilizado como la mejor opcién en el osmoacondicionamiento por sus
caracteristicas de retencion de agua y por ser inerte para las células. Para las
semillas de maiz se encontrd que el potencial osmético ideal para tener semillas
osmoacondicionadas por mas de tres semanas es de -1.7 MPa ( Cruz-Garcia et
al, 1995). Estas condiciones permitieron que, al restablecer las condiciones de

germinacion las semillas conservaran su viabilidad.



ANTECEDENTES INMEDIATOS

Dentro de! grupo de investigacion donde se reafizd este trabajo, se
investigd la existencia de cambios en la expresion genética durante el
osmoacondicionamiento y la germinacion subsecuente de semillas de maiz; es
decir, si en el estado pregerminativo que se presenta durante el
osmoacondicionamiento, el genoma expresa genes de respuesta a esa condicion
ambiental, provocado por el déficit hidrico; v si en el estado germinativo
subsecuente, la expresidn génica se pude relacionar con eventos de la

proliferacion celular.

Una de las estrategias seguidas para evaluar estas diferencias en la
expresion, fue la técnica de expresion diferencial a partir de RNA mensajeros
obtenidos de semilla seca, semillas con diez dias de OSMA y semilfas con 24 horas
de germinacién subsecuente al OSMA.

Se encontro un RNA mensajero que se expresa diferencialmente, del cual se
obtuvo su cDNA al que se denomind AA9-24.1. La expresion de este gen fue
corroborada por experimentos de Northern blot y se encontrd transcrito a las 15 y
24 horas de germinacion subsecuente al OSMA, encontrandose a niveles mayores
a las 15 horas. Este gen no se expresa durante OSMA. Se estudié también el
tiempo en que este gen ge expresa en la germinacion normal, ya que como se ha
mencionado anteriormente, el OSMA adetanta los eventos germinativos. Los

resultados que se obtuvieron demuestran que este gen es detectable desde las



24 horas de germinacién normal; esto es, 9 horas mas tarde que en la
germinacion subsecuente al OSMA (Cruz-Garcia, 1997). Esta investigacién confirma
que ese mensajero corresponde a un gen que se expresa diferencialmente en la
germinacion subsecuente. Ademds, el mensaje tiene una mayor expresion en el
meristemo radical y no se detectd expresién ni en el tallo ni en la hoja (Cruz-
Garcia, 1997).

Las citocininas también afectan la expresion de AA9-24.1.  Se encontré que
bencii adenina {BA) aumenta considerable los niveles del transcrito a {as 6 horas
en relacién con un cdntrol; para las 15 horas, el tiempo en el que el mensaje se
expresa con mayor intensidad en la germinacion postOSMA, ya no hay un
incremento considerable de la cantidad de este mensaje (Zufiga-Aguilar, 1998).
Este gen parece inducirse en tiempos mas tempranos por el tratamiente hormonal

que por el tratamiento por OSMA.

Al ser un gen inducido por procesos que estimulan la germinacion, es
interesante conocer y estudiar su regién promotora con el fin de caracterizar los
elementos que podrian regular su expresion durante esta etapa del desarrollo, vy
para lograr este objetivo es necesaric conocer la estructura del gen

correspondiente.

Los promotores son regiones de DNA implicadas especificamente en el
inicio de la transcripcion. La RNA polimerasa reconoce y s€ une a una region de
DNA que marca el inicio de la sintesis del RNA; esta region es conocida como

regién promotora. Es probable que la holoenzima reconozca Inicialmente



secuencias pareadas dentro de dobles hélices intactas; sin embargo, Casi
inmediatamente después de la unién ocurre un desenrrollamiento muy localizado
del DNA que permite la sintesis de una cadena naciente de RNA sobre la hebra

simple.

Actualmente se conocen las secuencias de bases de muchos promotores.
Estas revelan que las bases que reconoce la RNA polimerasa no son transcritas al
RNA: una vez establecida la unién al lugar de reconocimiento de la RNA
polimerasa, esta se moviliza hacia un punto cercano al inicio de la transcripcidn,
conformado por un grupo de bases ricas en adenina (A) y timina (T), al cual se

une mas firmemente (Watson, 1976).

Existe mucha variacion tanto en la longitud como en la secuencia de los
diferentes promotores para el fugar de reconocimiento inicial; en cambio, el del
ligamiento mas firme de unidn de la polimerasa generalmente comprende una

secuencia de siete pares de bases, todas ellas son variaciones de la serie:

5 TATPUATG

3" ATAPYTAC

El hecho de que ambas secuencias ligadoras sean ricas en adenina (A) y
timina (T), puede ser la causa de su facilidad de desnaturalizacion en

comparacion con regiones ricas en guanina (G) y citosina (C), por lo que



constituyen un punto de apoyo obvio para una enzima como la RNA polimerasa,

cuya actividad requiere una desnaturalizacion local(Watson,1976).

Se ha tratado de explicar el desarrollo de una semilla y su germinacion
argumentando que estos eventos sean gobernados por grupos de genes que se
expresan especificamente durante la embriogénesis o en el cambio germinacion—
crecimiento ( Goldberg et a/ 1989 ); todo esto podria estar fuertemente
relacionado con la expresidn de AA9-24.1, del cual se podria sugerir que es un
gen relacionado al crecimiento. La clonacion y la caracterizacion de este gene
pueden colaborar para la mejor comprension de los procesos moleculares

requlatorios dentro de a germinacion de semilias.



OBJETIVOS

QObjetivo general

Caracterizar 'a estructura del gen AA9-24.1. de maiz mediante el analisis de una

clona gendmica.

Obijetivos particulares

Sondeo de un banco gendmico de DNA utilizando como sonda el cDNA del gen

AA9-24.1.

Obtener subclonas gendmicas del gen AAS-24.1 de maiz.

Analizar las secuencias de las subclonas genomicas obtenidas



METODOLOGIAS Y ESTRATEGIAS

Sondeo de una biblioteca gendmica

Una bliblioteca genémica de DNA se refiere a fragmentos de DNA de un
tipo de célula que son clonados en DNA de bacteridfagos y guardados dentro de
éste, conformando una coleccion de fagos recombinantes que contienen cada uno

una parte diferente del genoma total de la célula (Cooper M. G., 1997).

El banco gendmico utilizado en este estudio se construyd a partir de
plantulas etioladas del hibrido Missouri 17.Esta biblioteca acepta insertos de 9-23

Kb

Se infectaron células de £.cofi cepa Y1090 (crecidas toda la noche a 37 °C), con
el fago & FIX II, vector de clonacion donde se hizo el banco genomico de DNA,
por 15 min a 37°C y se plaqued en cajas Petri con agar NZYDT y 4 mt de agar
suave; las cajas se incubaron por 6h a de 37 °C, transcurrido este tiempo, se
observaron placas de lisis. Las cajas Petri que contenian las placas de lisis
resultado de la infeccion efectiva de las células de £.cofi se refrigeraron a 4°C
por dos horas, con el fin de mantener el agar firme para su manipulacion

posterior,

El DNA liberado debido a la lisis, se transfirid a filtros de nylon por contacto directo
de éstos con el agar donde se encontraban los fagos responsables de ia lisis

celular. Posteriormente, la membrana de nylon, se desnaturalizé por 2 min, con



una solucion desnaturalizante (ver Apéndice).El DNA en la membrana de nylon se
neutralizd sumergiendo el filtro en una solucion neutralizante durante 5 min y
posteriormente la membrana se lavd durante 30 seg con la solucién de lavado.
Después, el filtro se secd sobre papel Whatman 3-MM y el DNA se entrecruzd

covalentemente a la membrana de nylon usando luz UV.
Hibridacidn

Las membranas de nylon con el DNA inmovilizado se incubaron con la solucién de
hibridacion a una temperatura de 63 °C durante una hora y posteriormente se
hibridaron con el cDNA de la clona AA9-24.1 a 63°C por 14 horas. La marca
radiactiva inespecifica se elimind lavando las membranas 4 veces con fa solucién
de lavado, dos veces durante 5 min para eliminar restos del liguido de hibridacion
y dos veces por 15 min para eliminar hibridos imperfectos. Los filtros se
envolvieron en pelicula plastica y se expusieron a éstas placas de rayos X a —70

°C con pantallas amplificadoras.

Una vez revelada la placa fotografica, se compararon las sefiales gbtenidas con la
posicién de las placas de lisis en las cajas petri y se tomaron las placas positivas
de la caja petri cortando el agar y se colocd en tubos eppendorf. Los fagos se
eluyeron con medio SM y se abtuvo Ia suspencion de éstos que serviria para el

siguiente sondeo.

Una vez que se obtuvo un 100 % de placas positivas, es decir que todas las

células contenian un fragmento homologo a AA9-24.1, se agregaron a las cajas



Petri donde se hizo la infeccién, 4 mL de medio SM para hacer la elucién y se
mantuvieron a 4°C por 18 horas. Al sobrenadante recolectado se le adiciond
cloroformo de tal manera que se tuviera en una concentracién final de 5 %, se
agitd vigorosamente en vortex, se mantuvo a temperatura ambiente por una hora
y se centrifugd a 2000 rpm por 10min. Esta fue la suspencidn de fagos que se

utilizé para la extraccion del DNA con homologia a AA9-24.1.

Extraccidn del DNA del vector lambda Fix 11

Para hacer la extraccién de DNA se siguid el protocolo descrito en el “kit” de
Qiagen, para purificar DNA del bacteriofage lamda a partir de lisados. Para esto,
se hizo una infeccién bajo las mismas condiciones que en los experimentos
anteriores y las cajas petri donde se llevd a cabo la infeccién fueron eluidas con
medio SM y agitacion,al sobrenadante obtenido de la elucidn (10 mL) se le
agregd 30 u! de solucion L1 y se incubd a 37 °C por 30 min. A esto se le agregé
2 mL de solucién L2 fria, se mezclo vigorosamente y se incubd en hielo por 60
min; posteriormente se centrifugd a 10000 x g por 10 min vy se descart6 el
sobrenadante. El sedimento que resultd se resuspendid con 1 mlL de la solucion
L3 y se le adiciond 1 mL de la solucién L4, se mezcld suavemente, se incubd a 70
°C por 10 min y finalmente se enfrié en hielo durante 5 min. Se adiciond 1 mL de
fa solucion L5 y se centrifugd a 10000 x g a una temperatura de 4 °C por 10 min,
este {Itimo paso se repitié dos veces mas con la finalidad de limpiar el

sobrenadante.
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El sobrenadante obtenido mediante la metodologia anterior se pasé a través de
columnas de intercambio anionico previamente equilibradas con 1 mL de la
solucién QBT. Estas columnas se lavaron con 2 mlL de una solucion QC, evitando
que la columna se secara y el DNA fue eluido con una solucion QF. Finalmente el
DNA se precipité con 0.7 volumenes de isopropanol y se centrifugé a 4 °C por 30
min a 15000 x g. El DNA obtenido se lavd con etanol al 70 % y se secd con aire

seco por 5 min.

El DNA extraido se cortd con la enzima de restriccion Not I (Nocardia otitidis-
cavarium) cuyo sitio de reconocimiento y corte es: GG { GGCCGC, misma enzima
con la cual se hizo el banco gendmico de DNA, para liberar el fragmento que se

siguid durante todo este procedimiento.

Para verificar la presencia del DNA, se utilizé la técnica de electroforesis utilizando
geles de agarosa de bajo punto de fusion (Gibco) a una concentracion de 1.5 %.
El voltaje utilizado fue de 75- 80 volits. El gel tefiido con bromuro de etidio se
observd en el transiluminador de luz uv y se cortd ef fragmento de agarosa que
contenia el DNA, el gel se fundié a 70°C por 15 min y se llevd a un volumen final
de 500 ul con agua estéril, se le agregd 5 pl glucdgeno (20 mg/mL) con el fin de
precipitar al DNA a la parte acuosa. Se agregd un volumen igual de fenol absoluto
amortiguado y se agitd vigorosamente con vortex, se centrifugé durante 5 min a
12 000 rpm a temperatura ambiente, con el fin de eliminar 1a agarosa; se hicieron
dos lavados mas con una solucion de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1.

Finalmente, el DNA disuelto en el sobrenadante se precipitd con 0.7 volumenes de
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isopropanol y se mantuvo 20 min a una temperatura de ~70 °C y se centrifugd
por 15 min a 4 °C a 12 000 rpm. El sedimento obtenido se lavé con etanol al 70

% y se secod con aire seco.

Una vez que se obtuvo el DNA se prosiguid a subclonario en un plasmido que es
un vector que permite obtener una mayor cantidad de DNA para ensayos

posteriores.
Subclonacion

La subdonacion se llevd a cabo en el vector de clonacion BluescripTKS,
con un tamafio de 2.96 Kb que cuenta con un sitio de corte correspondiente a la
enzima de restriccion Not 1. Este pladsmido confiere resistencia a ampicilina a la

bacteria que lo contenga.

El vector digerido con la enzima de restriccion se desfosforild, con el
proposito de reducir las posibilidades de autoligacion. La reaccion de
desfosforilacion se llevd a cabo con 4 UfpL de fosfatasa alcalina de intestino de
ternera (CIAP) incubando a 37°C por 10 horas. El DNA se purificé mediante la
extraccion con fenol-cloroformo y se precipitdé con 2 veces el volumen de
isopropanol. Una vez disuelto el plasmide se utilizd para hacer una reaccién de
ligaciéon con el DNA que seria clonado, por la accion de la DNA ligasa dei

bacteriéfago T4. La reaccién de ligacion en un volumen final de 10 ulL se incubd a

14 °C por 14h.
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Transformacion de células_competentes
Células competentes

Se crecieron células de E.cofi hasta la fase exponencial, se centrifugaron por 10
min a 3500 r.p.m. el sedimento bacteriano se resuspendid en 1/10 del volumen
original con solucién TSS, se mezcld suavemente y la suspencion se almacend -en

alicuotas de 100 pl a -70°C.

Para la transformacion de las células competentes se utifizd el siguiente
protocolo: Se mezclaron 5 ul de la reaccidn de ligacién con 100 ul de células
competentes, se incubaron durante 30 min exactamente a 30 °C, se dié un
choque térmico a 42 °C por exactamente 30 seg, al termino las mezclas furon
colocadas en hielo por 2 min, se agregd 400 pL medio de cultivo luria adicionado
con 20 mM de glucosa y se agitaron los viales a 37 °C a 225 rpm por
exactamente 1 hora, se plaquearon cajas Petri con agar LB (Gibco BRL),
previamente adicionadas con ampicilina, XGAL (5-bromo-4 cloro-3 indol-p-D-
galactopirandsido) e IPTG (Isopropil-g-D-tiogalactdsido). Las cajas petri se

incubaron por 18 horas a 37 °C.

Las células de color blancoe que se encontraron en las cajas Petri, eran
células recombinantes; estas presentaban la resistencia a ampicilina debida a la
presencia del vector de clonacién y no eran capaces de degradar el sustrato X-
GAL porgue es en esta regidn del plésmido donde se encuentra la zona de

clonacion, misma donde se insertd el DNA extraio.



Extraccion del DNA del vector BluescripTKS

La extraccion del DNA subclonado se realizd de la siguente manera. La

cepa DH5a de £.coff se hizd crecer en medio Luria por 14 horas a 37 °C después
de lo cual el cultivo fue centrifugado 4000 rpm  por 10 min, el sedimento se
resuspendid con agitacion vigorosa en 200uL de solucidn 1 fria, se le adicionaron
400u:L de una solucién 2, se agitd suavemente y se le agregd posteriormente
300uL de solucidn 3, se agitd vigorosamente durante 10 segundos y se dejé en
reposo en hielo por 3.5 min; una vez transcurrido este tiempo, la mezcla se
centrifugd por 10 min a 12000 rpm a una temperatura de 4°C, al sobrenadante
se le hizo una extraccion con FCI (Fenol-cloroformo alcohol isoamilico) vy
posteriormente el DNA se precipitd con 0.7 volumenes de isopropanol. E! DNA

obtenido se resuspendid en agua estéril.

Una vez obtenido el DNA circular, se cortd con la enzima de restriccion
Notl para extraer finaimente el inserto del vector, y los productos de la digesticn

se separaron en un gel de agarosa al 1.5 %.

Southern Blot

El DNA fue transferido a umra membrana de nylon usando como

amortiguador de transferencia SSC 10x.

La membrana de nylon se hibridd con el cDNA de la clona AA9-24.1 3

una temperatura de 65°C por 14 horas, la marca radiactiva inespecifica fue
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eliminada lavando las membranas 4 veces con S5C 0.1Xy SDS 0.1% a 60°C, dos
de ellos por 5 min para eliminar los restos del liquido de hibridacion y dos de 15
min para eliminar hibridos imperfectos. Las membranas después de este
tratamiento se envolvieron en pelicula plastica y se expuso a las membranas una

placa de rayos X esto a —70°C.

Ensayos de restriccién

Los plésmidos con los insertos se incubaron durante 3 horas a 37 °C con las
enzimas de restriccion: Eco RI, Hind 111, BamHI, Xbal, KpnI y el amortiguador
correspondiente para tener una concentracion final de 1X tanto de amortiguador
como de enzima de restriccion. Los productos de la digestion se separaron por
electroforesis horizontal en un get de agarosa y se observaron mediante la tincion

de bromuro con etidio.

Secuenciacién de DNA utilizando 1a técnica de ia termosecuenasa

Se prepararon las reacciones de terminacion (una para cada nucledtido que esta
marcado radiactivamente) para cada una de las secuenciaciones a realizar, las
cantidades de amortiguador, cebador y DNA dependeran de la cantidad de DNA
que se tenga, pero la cantidad de DNA polimerasa fue siempre de 8 unidades. Las
condiciones de amplificacion de este DNA con diferentes terminaciones fue de
95°C por 30 seg, 50°C por 30 seg y 60 °C 10 min, 40 ciclos. esto es con la
finalidad de abrir la doble cadena, alinear los cebadores y elongar, lo que ocurre

de manera exponencial. Los productos de secuenciacion se corrieron en un gel de

I~
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poliacrilamida al 8 % durante 12 horas(Thermo Sequenase radiolabeled terminator

cycle sequencing kit. Amersham Life Science)
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RESULTADOS

A. ESCRUTINIO DEL BANCO DE DNA GENOMICO DE MAIZ

Se realizaron sondeos en un banco de DNA gendmico de maiz con el fin de
encontrar una clona dentro de esta biblioteca que contuviese la secuencia del
gen correspondiente al cONA AA9-24.1. Del sondeo se obtuvieron placas positivas
y una de ellas se purificé mediante tres sondeos subsecuentes hasta encontrar
100% de placas positivas; es decir, se encontraron tantas sefiales de hibridacion
como unidades formadoras de placas se tenfan en la caja petri. La Fig. 1 muestra
la autoradiografia det dltimo sondeo donde se observa 100% de placas de
hibridacion positivas. Estas placas de lisis se almacenaron por separado y se

utilizaron para obtener el DNA del vector.

1o

Fig.1 Placas de lisis en el Ultimo sordeo de un banco génomico de maiz, usando como sonda

AA9.24.1.



B. PURIFICACION DE DNA DEL FAGO LAMBDA

De este {itimo tamizado se tomaron placas de dos de las seis cajas petri donde se
llevd a cabo el crecimiento de bacterias infectadas y se procedio a la extraccién del
DNA contenido en el vector de clonacién A Fix II. Para esto se infectaron las
bacterias con una suspensién de bacteridfagos proveniente de una sola clona. En
la Fig. 2 se muestra el patrén de corrimiento en electroforesis en agarosa del DNA
del bacteriofago A digerido con la enzima de restriccion Not 1 (Nocardia otitidis-
cavarium ). Se observa la liberacion de un inserto de aproximadamente 14 Kpb, el
cual fue llamado GAA9, con un sitio interno (Not I) que genera dos fragmentos de
6.5 (GAA9-a) y 7.5 Kpb.{GAA9-b). La presencia del gen en esta clona se corrobord
por un ensayo de Southern blot (Fig. 3) donde se observé una hibridacidn positiva

con €l inserto de mayor tamafio (7.5 Kpb).
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Carriles

6.5Kbp
7.5Kbp

Fig.2 Separacion de los productos de la
digestion del vector & Fix 1I en un gel de
agarosa. Carril 1 A Fix II con el inserto sin
liberar, carril 3 A Fix II con el inserto

liberado, carril 5 marcadores de peso
molecular de DNA de A digerido con Hind

1II.

Fig.3 Southern blot de los productos de fa
digestién. Corroboracion de la hemologia
con AA9.24.1 Carril 1 & Fix II con el inserto
sin iiberar, carril 3 A Fix II con & inserto
liberado, carrit 5 marcadores de peso
molecular de DNA de A digeride con Hind
IiL



C. SUBCLONACION DE LOS FRAGMENTOS EN EL VECTOR BLUESCRIPT SK

Con la finalidad de facilitar el andlisis del inserto encontrado, se subclonaron los
dos fragmentos GAAS-a y GAA9-b que componen la clona gendémica de 14 kpb en
el sitio Not I del vector de clonacién Blueskript SK, (Fig. 4 y 5). Para verificar que
el fragmento de DNA clonado fuera el gene correspondiente a AA9-24.1, el DNA
del plasmido digerido con la enzima Not I se resolvio en un gel de agarosa
(1.5%), se transfirid a una membrana de nylon y se hibridé con la sonda de cDNA.
En la figuras 4 y 5 se muestra la subclonacién de ambos insertos y en la Fig. . 5A
se muestra el resultado del Southern blot para el fragmento GAAS-b donde se
observa hibridacién (nicamente del fragmento GAA9-b,lo que indica que en esta

clona gendmica se encuentra AAS-24.1.

Carriles 12

6.5Kbp

29Kbp B

Fig.4 Subclonacién del fragmento de 6.5 Kpb en el plasmido Bluescript extraido del vector de
clonacién A Fix IL Carril 1 digestion del plasmido(2.9 Kpb) con el inserto(6.5 Kpb). Carril 2

marcadores de pesos moleculares de DNA de A digerido con Hind I



Carriles 123 4 56

Fig. 5 Subclonacion del fragmento de 7.5
Kpb en el plasmido  Bluescript vy
corroboracidn de su homologia con AA9.24.1
por un ensayo de Southern blot. Carriles 1 y
6, marcadores de peso molecular de DNA
de A digerido con Hind III. Carriles 2 y 3
vector digerido con inserto, carri 4 vector

digerido sin inserto, carril 5 control negativo.

7.5Kbp p -

Fig. 5A Confirmacion de homologia de las
conas con AA9-24.1 por ensayo de.
Southern blot. Carriles 1 y 6, marcadores
de peso molecular de DNA de 3 digerido con
Hind III. Carriles 2 y 3 vector digerido con
inserto, cari 4 vector digerido sin inserto,
carrit 5 control negativo.



D.CARACTERIZACION DE tA CLONA GENOMICA (GAA9) POR_ENSAYQS CON
ENZIMAS DE RESTRICCION

Un primer paso en la caracterizacion de GAA9 se logré realizando ensayos con
diferentes enzimas de restriccion usando las subclonas GAA9-a y GAA9-b. Las
enzimas de restriccidn fueron: para GAA9-a, Xba I{ Xanthomonas campestris) y Eco
RI (Escherichia col); para GAA9-b fueron: Xba I, Sst 1 ( Streptomyces stranford) y
Eco RI y se observ el patron de corte en un gel de agarosa al 1% (Fig. 6 y 7).
Para GAA9-b se hizo un ensayo de Southern blot y se observd en la autoradiografia
hibridacion positiva con algunos de los fragmentos que se obtuvieron de la
digestién enzimatica (Fig. 7A), lo que indicé que en estos fragmentos se
encontraba AA9-24.1 o al menos parte de este ¢DNA. Se purificaron los
fragmentos resultantes de la digestion con la enzima de restriccién Xba I que

resultaron positivos en el ensayo de Scuthern blot, con el fin de subclonarlos

(%]
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Carriles 1 2 3 4 8

Fig.6 Ensayos de restriccion del fragmento de 6.5 Kpb. Carril 1. Marcadores de peso molecular 2
digerido con Hind 111, Digestién del fragmento con Eco RI (carril 2), con Xba I (carril 3), digestion

con Eco RI y Xba I (carril 4), carmil 8 marcadores de pesos moleculares de 100 pb.
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Carriles 1 3 5 78 13 S 78

aKpb__ - - » !

aKpb 2Kpb__y -

2Kbp -

Fig. 7 Ensayos de restriccién del fragmento Fig. 7A Corroboracion de homologia con
de 7.5 Kpb. (GAA9-b). Carriles 1 y 8 AA9.24.1 de algunos de los fragmentos
marcadores de peso molecular A Hind III, obtenidos de la digestién con enzimas de
carril 3 digestion con Xba I, caril 5 restriccion. Digestion de GAA9-b con Xba [
digestién con Sst I ,carril 7 digestion con {carril 3 ), digestion con Sst I {carril 5),
Eco RI. digestion con Eco RI.(carril 7).

£.SUBCLONACION DE__LOS FRAGMENTOS RESULTANTES DE LA DIGESTION DE

GAA9-b
Como resultado de la digesti6n de GAAS-b con enzimas de restriccion, se
obtuvieron fragmentos con homologia al ¢cDNA AA9-24.1; se eligid purificar los

fragmentos resultantes de la digestion con la enzima Xbal, cuyos tamafios fueron



de aproximadamente 4 y 2 kpb (Fig. 8); a estos fragmentos se les llamo GAAI-C y
GAA9-d respectivamente. GAAS-c Y GAA9-d se clonaron en el vector de clonacién
Bluescript SK en el sitio Xbal. En la Fig. 8A se muestra un ensayo de Southern blot
para estos fragmentos, donde se corrobora que GAA9-c y GAAS-d contienen cada
uno una parte diferente del cDNA llamado AA9-24.1 utilizado como sonda, es decir

que se obtuvieron dos clonas gendmicas para AA9.24.1.

Carriles 1 3 5 7 1 3 5 7

4 Kpb
2.9Kpb
2 Kpb

Fig. 8 Subclonacion de los fragmentos
obtenidos de la digestion con la enzima

Xbal que resultaron homdélogos con
AA9.24.1.Carril 1, vector con inserto sin
digerir, carril 3digestién vector con inserto
de 4 Kpb, carril 5, digestion del vector con
inserto de 2 Kpb, carril 7, marcadores de

peso molecula & Hind III.

Fig. 8A Corroboracion de homologia por
ensayo Southern blot. Carril 1, vector sin
digerir, carril 3 vector digerido con inserto
de 4 Kpb, carril 5 vector digerido con

inserto de 2 Kpb.



F. SECUENCIACION

Con a finalidad de encontrar una secuencia que contuviera la regién codificantede
AA9-24.1 o parte de ella y region no codificante, esperando con esto tener
regiones promotoras y su relacion con AA9-24.1, se eligid secuenciar @ GAA9-d
(2Kpb), y de esta se secuenciaron 1400 pb, 700 pb utilizando el cebador M13
(3TGACCGGCAGCAAMATG 50 y 700 pb con el cebador Reverse (5
GGAAACAGCTATGACCATG 37). La secuencia hacia 3’ de GAA9-d (M13) resultd en
un alineamiento con AA9-24.1 virtualmente idéntico en 270 pb correspondiente a
las bases 120 a 390 y la secuencia hacia 5’ de GAA9-d de la 15 a la 285. El resto
de GAA9-d es region que no corresponde al cDNA AA9-24.1 y se sugiere que se
tiene parte de un intron que divide a AA9-24. Adicionalmente, se compard la
secuencia con secuencias reportadas en un banco de datos resultando tener

homologia con la enzima fitoquelatina sintetasa, (ver discusion).
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Secuencia a partir de M13
AAAAAAGTTCCCCATTGGCGATTATTCCAGGCATTCCATCACATGAATTGCCAATT
GTGCAAGCCGGAGTGGTAAAACCTTTAACCAGGACCCAGCAAATGCGCTTCCTC
CTTCCAGATCAGTGTGGTCTTGCTGGAACTACCAATTAAACTGTTAAGGTGCCA
AGGAACTTCACTTCTTAAGACTCCAGGCCCTGGGACACATGTGGGCGTGCCATT
GTTGGCAGGCCTACAAAGTTTTTICACCGCGGATGGGCGCAGGGCAACCCAAGC
TCTAA*GTAAGTTGCCCATGTACTGAATTTTTACATTTTACTTGCTATCAGTTGCTTATG
TATGTTCTGGAGGTGAGGTACAGCTACATCATATTATTTAGTGTGTTCCTGTTCCTTGAC
CATGATTCCAAATTTTCAGGTTACATTAGTTGCCAGGCTAGTAAAAATGGAAACAATCTA
ACAAGAGGAATTTGTTCACAAAGGATTAATGCTAATTGATATTTGCTGACAATAAGTTAC
TACTAGGATCAACAAAAATGCAGTCTCTTTTCTTTCTTTTTTGTTTGTTCTTCACAAAATA
ATATATTCTAATCGCAGATAGTCCTAGGAAGAATTCCATACAAGTTGCACTTTTGTCTAG
A

*AA9-24.1

Resultado de la comparacion de la secuencia en el programa blast

gi 3559805| gnl |PID| 1300537 Putative Phitoquelatine Synthetase.... 1.6e-72

La secuencia se obtuvo a partir del cebador reverso cuando se comparé con una
base de datos(http:/ftransfac.gbf-braunschweig.de/cgi-bin/fmatSearch) parra

regiones de promocion, en la cual se encontrd que esta secuencia tiene un gran



numero de secuencias consenso de promocion, algunas de las cuales se muestran
en la secuencia. {Quandt, 1995)
Secuencia a partir de Reverso

E;F
TCTAGAGCGGCCGCGCTCCTCCTCTCCGCACCGACTCGAACAGGTTCGGCACTTCGGTT

E:F
TCTTCGGTTCTCCTCGTCCGTCTCCCTACGCCTCTCCTCGTTTGCGCGCGAAGTTCGAA

RFX E,F
GCTGGTTTAGATCCGCCGCCCGATCGCCGTTGCGTCTGATGCAACGGAGCTCGGCGA

STAT E,F AP,
GCTGTGATGATGCTCCCGCTCCGTGTGCTTCCGCTGCGCGCTGACACTGTCAGTGTCG

GTGGCTCCAGTCCAGCGTCGGTGGCTTCTAGTTTTGGTCCCACTGCACTCCAATTCAAGC

STAT
TCAAGCTCGATCT TTCGAGCTTGCCTCAGCTATGAATCCAATTAAGTAGGCTTAGCTTCC

" TGCAACTATACATGGAGCTGCATCTCAGCTTATTTAACTAAGCTCCACTGTCTGTTCAAC

CTGTCGCGAGCTGTTCATACCTATACCTGGTAGTAGATCTGTTAAGAAGCGAAAAACTGC

AP1
TAAGACTTACTAATTATAGTAACATTAAGGATCAGTGCAACTAAACTGACGAATACTCAT

GATGGGGATATATCTATATGGACTGGACT
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La secuencia CGCG corresponde a la regidn de unién del factor transcripcional
E2F factor que se encuentra unido a la proteina inhibidora del ciclo celular pRb
(proteina del retinoblastoma); pRb es hiperfosforilada hacia la mitad de Gi,
después de lo cual se libera E2F, funcionando come un factor de transcripcion

genes relacionados con el metabolismo del DNA (PCNA,DNA polimerasa a entre

otros).

La secuencia TGAC corresponde a la region de unidn del factor transcripcional
AP1; este factor se ha encontrado y estudiado en Arabidopsis y ha sido asociado

a diferenciacion celular,

TTCC es la seciuencia de unién correspondiente  al factor conocido como STAT
que se ha visto involucrado en transduccion de sefiales y en la activacion de la

transcripcion.

GATA es la secuencia que ha sido asociada a un gran nimero de genes
reconocidos por unir proteinas con  dedos de zinc; se ha implicado en la

regufacion de genes de diferenciacion celular.

GCAACG es la secuencia que corresponde al factor llamado RFX, que es un

dominio de unidn a DNA, relacionado con eventos de regulacion en eucariotes ,



DISCUSION

Nuestro grupo de trabajo establecié el osmoacondicionamiento (OSMA) para
semiilas de maiz con el fin de lograr una sincronia celular durante la germinacion.
Esta técnica permite iniciar el metabolismo germinativo sin que éste concluya con
la emergencia de la radicula, ocasionando que al restablecerse la germinacién sea
rapida y uniforme. En estas condiciones la semilla adelanta su germinacion.

Para conocer si por efecto del QSMA la semilla expresa genes relacionados con el
crecimiento durante la germinacion, se realizaron experimentos con los cuales se
detectaron cambios transcripcionales entre el periodo de OSMA y la germinacién
subsecuente al OSMA. Se identificaron tres mensajes que se expresaban
diferencialmente; solo uno de ellos fue confirmado y fue llamado AAS-24.1. La
caracterizacion de AA9-24.1 es importante debido al poco conocimiento que se
tiene de genes relacionados con cambios de quiescencia a proliferacién en la
germinacion de semillas

Por este motivo, AA924.1 ha sido objeto de estudio en el laboratorio y actualmente
se ha secuenciado el 70% del cDNA (GOomez Gutierrez, 1999). La secuencia
presenta un alto grado de identidad con secuencias reportadas para Arabidopsis
thaliana y arroz y corresponde a la codificacion para la proteina fitoquelatina
sintetasa, enzima responsable de la sintesis de fitoquelatinas que son pequefios
peptidos responsables de quelar metales pesados (Leuchter et at.,1998).

Uno de los metales que son preferentemente quelado es el zing, elemento

importante para el metabolismo de los acidos nucleicos. Debido a que durante la
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germinacidn la sintesis reparativa del DNA y su replicacion son procesos vitales,
seria importante que la semilla disponga de un sistema que s mantenga bajo
control la concentracidn disponible del zinc y de aqui ta posible importancia de
esta proteina.

Ya que la expresidn de AA9-24.1 se manifiesta tejidos en proliferacion. Nos
preguntamossi 1a regién promotora de este gen nos daria informacion sobre los
elementos de control de su expresion. La clona gendmica aislada, GAA9, podria
entonces darnos la informacion requerida. Las dos subclonas gendmicas
obtenidas, GAAS-a y GAA9-b fueron estudiadas . GAA9-a no predujo hibridacidn
con AA924.1mientras que GAA9-b fue mucho mas informativa. Por los ensayos de
restriccion realizados a este fragmento de DNA se obtuvieron dos subfragmentos
de 4 vy 2 Kpb y ambos hibridaron con la sonda de AA924.1, los que se
denominaron GAAS9-c y GAA9-d respectivamente.

Por ser la clona mas pequefia, se determino la secuencia parciaimente de GAA9-d
desde ambos extremos obteniéndose aproximadamente secuencias de 700 pb
desde cada lado. La secuencia de bases obtenida desde el extremo 3’ resultd
contener 270 pb presentes en AA924.1 hacia el extremo amino de la proteina
putativa; no obstante, las bases siguientes en GAA9-d diferian totalmente de la
secuencia,. Lo anterior nos indica que el resto de la secuencia alrededor de 430
pb, corresponden a un intrén presente en la clona gendmica y que divide al gen.
La secuenciacion desde 5 nos indicod la presencia de multiptes sefiales de

reconocimiento para factores transcripcionales como EZF, AP1, STAT, GATA y
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otros, factores que participan en la regulacion de la expresion de genes de
proliferacion. Pareciera evidente que en la region 5 de GAA9-d se encuentra la
regidn promotora, los elementc:)s 5 UTR y el comienzo del mensaje para AAS24.1,
incluyendo la region interrumpida por el intrdn.

GAA9-c también hibrida con AA924.1 y colinda con GAAS-d por lo que podemos
inferir que en GAA9-c estard el resto del mensaje para AA924.1, quizd
conteniendo otras regiones interrumpidas por intrones, lo que seria interesante
analizar.

Enla Fig9 se presenta un esquema donde se representa a GAA9-d y su posible

relacién con el cONA AA9-24.1 v la ubicacion de GAA9-c.

5 3
GAAS-d  |-REGION NO SECUEN.-| _GAA9-d |__GAA9-C ?
? 4—— Promotor? | INICIO| Intron? AA9-24.1 -Intxén? _AA9-24.1——# 2
Fig. 9

Adicicnalmente se secuencio un extremo de GAA9-a (6.5 Kpb), con la finalidad
de identificar sobre el tipo de regiones génicas que flanquearian a AA9-24.1.El
fragmento que no hidrida con AA9-24.1 contiene secuencias tipo cajas Mad que
representan genes que regulan procesos de diferenciacion en vegetales y gque

aparentemente son comunes en el genoma de maiz. Posteriormente seria



interesante investigar si este tipo de secuencias funcionales tiene relacién con la

expresion del gen clonado AAS-24.1.

El gen AA9-24.1 se aislé por su expresidn diferencial durante la germinacién
postOSMA en contraste con la germinacién normal, en donde se expresa a
tiempos posteriores (24 horas) (Cruz-Garcia 1997) Asimismo este gen se expresa
durante la germinacion estimulada con citocininas pues a las seis horas ya se
detecta el transcrito mientras que en el control se encuentra a las 15 horas
(Zuiiiga Aguilar, 1998) Tanto en la germinacion postOSMA como en la
germinacién en presencia de citocininas se adelantan los eventos moleculares
por lo que es importante caracterizar los genes que son activados por estos
tratamientos. El resultado de esta investigacién ha sido el identificar el gen AA9-

24.1 como un interesante marcador molecular de estos procesos.

Por estas caracteristicas es importante conocer los factores que regulan su
expresién y es interesante conocer la regién promotora completa de este gen ya
que se podrian identificar elementos de respuesta a citocininas, que hasta la
fecha no han sido caracterizados.

Adicionalmente, dentro del grupo de investigacion donde se realiz6 este trabajo se
esta tratando de obtener la secuencia completa del ¢cDNA para asi tener la

caracterizacion de este gen.

Con el aporte de este trabajo se podrian hacer estudios posteriores, fusionando la

region promotora de este gen a un gen reportero, como f2 -glucuronidasa {GUS)



y estudiar la expresidn transitoria que permitiria identificar elementos minimos de

respuesta en el promotor del gen.
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APENDICE

Medios y Soluciones empieadas.

Sondeo de biblioteca_de DNA

+ Medio NZYDT con MgS0, y Maltosa

Peptona 1%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 0.5%
Agar 1.5%
MgSO, 0.01M
Maltosa 0.2%
+ Top Agar

Peptona 1%
Extracto de levadura 0.5%
NaCl 0.5%
Agar 0.7%

+ Solucion desnaturalizante
NaCl

NaOH

+ Solucion neutralizante

NaCl

1.5M

05M

1.5M



Tris —HCI pH8.

+ Solucidn de lavado
Tris-HCl (pH 7.5)

SsC

+ SSC. 20X

Para preparar 1 L de solucién.
NaCl

Citrato de sodio

Ajustar pH 7

Extraccién_del DNA del vector Lamda
+ Medio SM

NaCl

MgS04

Tris HCl pH7.5

Gelatina

+ Solucién L1

NaCl

Tris.Cl pH7.5

EDTA

RNAsaA,

DNasa [

0.5M

0.2M

2%

3M

0.3M

0.1M
0.01M
0.05M

0.01%

300mM
100mM
10mM

0.2 mg/ml

émg/ml
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+ Solucién L2
Polietilen glicol
NaCl

+ Solucion L3
NaCl

Tris.Cl

EDTA

¢ Solucion L4
dodecil sulfato de sodio {SDS}
+ Solucidn L5
Acetato de potasio
+ Solucion QBT
MaCl

MOPS

etanol

Triton X-100

+ Solucion QC
NaCl

MOPS

Etanol

+ Solucién QF

NaCl

al 30 %(PEG 6000)

3M

100mM

100mM.

25 mM,

al 4%

3MpHS5.5

750 mM,

50 mM pH7.0

15 %

al 0.15%

1.0M

S50mMapH7.0

15%

1.25M
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Tris.Cl 50 mM pH 8.5
Etanol 15%
Hibridacién

4 Solucién de hibridacion.

para 70 mL

NaHzPO4 IM 10.5mL
NaHPO,; 1M 10.5mL
SDS(20%) 24.5mL
EDTA pH=8 (0.5) 140pL
Hz0 24.9mL

+ Solucidn de lavado.

S5C : 0.1X

SDS 0.1%

* TSS(células competentes)

PEG 8000 10%
DMSO(Dimetil sulfoxido) 5%
MgCl; 35mM

Ajustar pH 5



Extraccién del DNA del vector BluescripKS

. Medio Luria

peptona g

extracto de levadura 0.59

NacCl 05¢g

H0 100mL

+ Solucion 1

Glucosa 50mM
Tris-Cl 25 mM pH 8
EDTA 10 mM pH 8
+ Solucién 2

NaOH 02N

SDS 1%

¢ Solucion 3

CH; COOK 5M . 60%

Acido acético giacial 11.5%

H;O 285 %

¢ FCL

Fenol 50%
Cloroformo 49%

Alcohol isoamilico 1%
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Secuenciacion

DNA polimerasa termosecuenasa
Pirofosfatasa inorganica de fermopiasma acidofilum
Tris-HCI pH8

Ditiotrietol(DTT)

acido etilendiaminatetracetico (EDTA)
Tween-20

Nodinet P-40

Glicerol

+ Amortiguador de reaccién

Tris HCl pH9.5

MqgCl;

+ Mezcla de terminacion dITP
dATP;dCTP,dTTP

dITP

+ solucién stop

formamida

EDTA

Azul de bromofenol

Ciano! xileno FF

+ Gel para secuenciacion 8%

Acrilamida

4 UfuL
0.0006 U//uL
50mM

0.1M

0.1mM

0.5%

0.5%

50%

260mM

65mM

7.5uM

37,5uM

95%
20mM
0.05%

0.05%

7.6%
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Bis acrilamida 0.4%

Urea 42%
TTE 20X 4%
NH45,04 0.6%
TEMED 0.02%

+ Amortiguador para secuenciacién tolerante a glicerol 20X (TTE)

para preparar 1L

Tris Base 216g
taurina 729
NazEDTA2HO 4g

Se esteriliza en la autoclave.

Este amortiguador se utilizd a una concentracion de 0.8X para llevar a cabo la

secuenciacion.

+ Cebadores utilizados para la reaccién de PCR.

Cebador de amplificacién Forward M13 : 5'-CCCAG TCACG ACGTT GTAAA ACG-3'

Cebador de amplificacion Reverso M13: 5“AGCGG ATAAC AATTT CACAC AGG-3’



