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quiero compartir el fragmento de un cuento tomado de los Cuentos
de Canterbury, de G. Chaucer, que siempre me anima a seguir cuando
las cosas no van bien en el laboratorio:

Antes de poner 1a vaslia en ef fuego con clerta cantidad de
metales, mi serior los atempera y nadile mds que él (ahora que
se ha ido me atrevo a decirlo), porque segun dice, sabe manipu-
lar con mana. A pesar de que yo sé bien que tiene tal fama, con
todo merece reproches muy a menudo. ; Y sabers vosotros por
queéi. Muchas veces ocurre que Ia vasiia estalla en pedazos, y
todo se pierde, fos elementos se desparrarman por todo e/ suelo
yotros saltan al techo. Cuando nuestro aparato se quiebra, como
he dicho, todos los alquimisias rifien v se incomodan. Uno dice
que ha sido por la dase de fuego, otro dice que no, sino por ef
atizado (enlonces entraba yo en lemor, pues ese era mi oficio)
«No -anade un tercero- Sois unos ignorantes y unos necios; es
que ef metal no estaba atemperado como era debidos. «No -
replica el cuarto-. Callad y escuchadme. Como nuestro fuego no
estaba alimenltado con madera de haya, esa es la causa y hingu-
na otra. jfa -decia mi sefior- no hay mds que hablar! De ahora
en adelante yo me guardaré de estos peligros. Estoy segurisimo
de gue el jarro estaba rajado. Sea lo que fuere no os desalentérs.
Que se barra el suelo inmediatamente, como de costumbre:;
anfmense vuestros corazones, y mostraos aleges y contentos.
Se barrian los cascajos formando un monion, extendiase un fien-
Z0 en el suelo y todos los materiales se echaban en una criba, se
cemian y se escogian repetidas veces. jPardiez!- exclamaba uno-
. Algo hay agui todavia de nuestro metal, ya que no o tengamos
todo. Aungue este negocio haya safido mal ahora, otra vez saldra
bien...
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RESUMEN

Una de las lineas de investigacldn que se siguen en nuestro laboratorio centra su interés en el
estudio de la expresion de denes involucrados en las fases G1 vy S del ciclo celular de células
vegetales. La especie gue se estudla es malz (Zea mays L.}y una de las estrategias que se ha
seguido es el aislamiento y clonacion de los genes vy el estudio de su expresion durante la
germinacion.

£n la regulacion del ciclo celular de mamiferos la llamada proteina de susceptibiiidad a
retinoblastomna, (pRb), juega un papel muy importante en la fase G1 del ciclo celular, cuando la
celula decide si sigue hacia la fase S, es decir si prolifera 0 no. pRb es una fosfoproteina que es
activa en su estado hipofosforilado, en el que une al factor transcripcional £25, cuyas secuencias
de reconocimiento se encuentran en los promotores de genes esenciales para el inicio y continua-
clénde lafase S. Enlafase G1 temprana pRB estd unida a £25, al cual libera cuando en respuesta a
un estimulo mitogénico, se activan complejos de ciclinas / cinasas dependientes de clclinas (ciclina
D/cdk4,6), las que fosforilan a pRb, dejandola en un estado inactivo como inhibidor del ciclo celu-
lar hacla la mitad de la fase G1.

pRb pertenece a una familia de proteinas denominado proteinas “bolsillo”, debido a que tienen
dos dominios muy canservados llamados juntos el “bolsillo A/B”. En plantas se ha dermostrado la exis-
tenclade una proteina homologa a pRb, pues en Zea mays, Nicotiana tabacum y Chenopodium rubrum
se han aislado ¢cDNAs que codifican proteinas que tienen una identidad del 50% con el “bolsillo” A/
B de pRb y caracteristicas estructurales y bloguimicas similares a ésta, por lo que se han Hamado
proteinas RBR (por sus siglas en inglés de “retinoblastomarelated”). Los cDNAs R8R de mafz se han
denominado RRBI RREZ y ZmRB1.

En el laboratorto, utilizando como sonda un fragmento de ZmRb1, se buscod y se aisld en una
biblioteca gendmica una clona que contiene un gen con alta identidad (entre 87% y 97%, en sus
secuencias exonicas traducibles y no traduclbles, con 1os cDNAs £5R de maiz.

En este trabajo se presenta la secuencla del gen al que se ha denominado ZmRBR. La
secuencia de aproximadamente 9.5 kpb se ha estructurado en 16 exones y 16 intrones, una
region promotora y dos regiones no traducidas 5°-UTR y 3 "-UTR; asimismo como parte de la
caracterizaclon del gen se mape6 el sitlo de inicio de la transcripcion en el hexanucleétido
TAATAT situado a 289 pb arriba del ATG, ademads las secuencias flanqueantes del gen se identifi-
caron como perteneclentes a un retroelemento.

Los experimentos de Southern blot aportan evidencias que sugieren que en el genoma de
maiz existe mas de un gen que codifica proteinas RBR.

Los estudios de la expresion del gen muestran una expresion diferencial a nivel de RNA
mensajero, ya que se detectd el transcrito en hoja y en tallo de plantulas de maiz pero no en la raiz
de las mismas, ni en eje embrionario 0 embrion de semilla seca. Los niveles de proteinas RBR
se inmunodetectaron en los mismos tejidos en los que se observo la presencla de RNA mensa-
jero, aungue no en la raiz de semillas germinadas por tres dias ni en la semilla seca.



INTRODUCCION

1.1 El ciclo celular eucariftico

El propésito fundamental del ciclo celular es asegurar gue el DNA sea totalmente duplicado
durante la fase S, o de sintesis de DNA, para que copias Idénticas de los cromosomas sean
distribuldos de igual manera en dos células hijas durante la mitosis, o fase M (Sherr, 1996).
Para facilitar su estudio el ciclo se ha dividido tradicionalmente en cuatro fases (%igura 1):

1) Replicacién del DNA, que ocurre durante la fase $

2) Segregacion de cromasomas y division celular que sucede durante la fase M.

En las células somaticas, las fases S y M estan separadas por fases llamadas G1 y G2:

3)fase G1, antes de la replicacion del DNA , v

4) fase G2, antes de la mitosis.

Las sefiales externas controlan la entrada en el ciclo de un estado quiescente {Go) y la salida
de los eventos del ciclo hacia la diferenciacion terminal. Ademas, se tienen diversos puntos de
control gue aseguran gue Ios eventos del ciclo celular ocurran en el orden correcto, deteniendo
el progreso del ciclo en respuesta a irregularidades tales como daro al DNA o ensamblaje
defectuoso del huso mitdtico. En el ciclo celular los eventos transicionales de replicaclon del
DNA y mitosis son promovidos via la actividad de complejos de ciclinas y cinasas dependientes
de ciclinas, CDKs (Cyclin-Dependent Kinases™) {Nigg, 1995).

Cuando una célula hija sale de la mitosis y avanza en el ciclo a través de la fase inicial de
crecimiento G1, estimulada por factores mitogénicos, llega a lo que se llama en mamiferos el
punto de restriccion, o de "START” en levaduras. Esto permite a la célula replicar su genoma una
vez en un periodo del ciclo conocido como fase S. Después de que el genoma se ha replicado, la
célula pasa a través de otra fase de crecimiento mucho mas corta que G1, llamada G2, la cual tiene
mecanismos reguladores que aseguran gue el genoma haya sido replicado solamente una vez.
Posteriormente entra nuevamente en mitosis, en donde el genoma replicado se reparte equitati-
vamente en dos nuevas células, llamadas células hijas {Maclachlan et al., 1995).

La proteina de susceptibliidad a retinoblastoma (pRb) ejerce su accion en la fase G1 del ciclo
celular de eucarlotes superiores, especificamente en el punto de restriccién, sin embargo, en
levaduras no se ha identificado una proteina homologa a pRb. En células de mamiferos esta
bien caracterizada ia funcion de pRb en el ciclo celular, por lo gque nos referiremos,
especificamente, a los eventos que ocurren durante la fase G1 del ciclo celular en este tipo de
células.
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Figura 1. Regulacion de la fase G1 del ciclo celular de mamiferos

pRb es el regulador principal del punto de restriccion (R), o una protelna clave en la ruta del retinoblastoma.
En respuesta a un estimulo mitogénico se lleva a cabo la fosforilacion de pRb por los complejos ciclina D/
CDK4 o 6, permitlende la Hberacion de E2F y la transcripclon de genes de la fase S. Posteriormente, se
requiere la fosforilacién de pRb por el complejo ciclina E/CDK2 para el Inicio de fa fase S. Un paso aiticoen la
actlvacion de los complejos ciclina/CDK es su fosforilacion por CAK (cinasa activadora de CDKs). Las sefales
inhibltorias se transmiten por la accion de proteinas inhibidoras de CDKs, de fa familia INK 4 {p15, p16, p18 v
p19) y de la familla de p21, las cuales se unen a los complefos ciclina/CDK y bloquean su actividad. Figura
tomada y madificada de Herwing and Strauss, 1997.
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Y INTRODUCCION

1.2 La fase G1, el punto de restricclén y Ia ruta del retinoblastoma

a) La fase G1
La fase G1 del ciclo celular es un periodo funcional durante el cual las células se preparan para
la sintesls de DNA. La fase G1 fue definida originalmente como un intervalo de tiempo entre la
mitosis v la sintesis de DNA, que comprende muchas horas en la mayoria de las céiulas. (Pardee,
1989). Durante la fase G1 la célula decide su destino entre avanzar en el ciclo, detenerlo tempo-
ralmente para permaner en un estado de qulescencia, diferenciarse o morlr {Bartek et al.,
1997).

En esta fase se puede identificar un punto muy importante de regulacion, el lamado punto R o
de restriccion en mamiferos v de “START” en levaduras, el cual se ubica en la mitad de la fase G1
tardia y la divide en dos fases: la G1 media tardia y la G1 tardia (Planas-Silva et al., 1997).

b} El punto de restriccion
El punto de restriccion fue definido originalmente como un punto discreto en el tiempo en la
mitad de la fase G1 tardia.

£l concepto de punto R surglo Inicialmente del trabajo de Pardee (1989), quién determiné los
tiempos en la vida de una célula normal en los que su crecimiento depende de la presencia de
mitbgenos en el medio de cultivo. Esta dependencia sdlo opera durante una ventana discreta de
tienpo, que comlenza con la fase G1 y termina varlas horas después, antes de la transicion G1/3,
a partir de la cual la célula se compromele a completar lo que aun le queda de su ciclo de vida, en
ausencla de mitogenos o suero. ta transicion entre un estado dependiente de mitdégenos a
uno independiente fue a lo que se designo como punio R 0 punto de restriccion.

El punto de restriccion puede verse también como un mecanismo regulador critico que permi-
te a la célula inspeccionar su ambiente y su propio tamano, ya que es cuando la célula toma
decisiones acerca de su destino (Bartek et al., 1996).

En este punto de transicion la célula evallia su exposicion acumulada a sefales especificas
recibidas sobre un periodo de tlempo apreciable; sl las sefales, en su mayoria de origen extracelular,
son propicias para su crecimiento, la célula decide proceder y pasar a traves del punto R; alterna-
tivamente, la c¢lula puede detener su avance a través de G1 y eventualmente salir del ciclo, ya
sea hacla la fase Go ¢ hacia un estado posmitético, posiblemente mas diferenciado (Planas-Silva
and Weinberg, 1997).

Pardee (1989} también postuld, aungue no probd, la existencia de una proteina a la que deno-
mind la proteina R, la cual debia acumularse hasta alcanzar una cantidad critica de tal manera que
provocara que la célula pasara el punto R. Propuse a esta proteina como un elemento regulador
clave para 1a proliferacion.

Tal funcidn podia corresponder a la proteina de susceptibilidad a retinoblastoma (pRb), ya que
se tienen evidenclas contundentes de su papel como un regulador bastante estable de la fase G1.
pRb es una fosfoproteina de 110 kDa, codificada por un solo gen, con dos dominios bien conserva-
dos conocidos como el “bolsillo” A/B {Riley et al., 1994); las caracteristicas estructurales y bioquimicas
de la proteina se describi@n con detalie mas adelante. Tambien existe un cimulo de evidencias
que sugieren que pRb juega un papel clave en un punto de control de la fase G1 tardia, evitando la
entrada inapropiada a la fase S, este punto de control evoca el concepto original del punto R
{Bartek et al., 1996).

pRb sufre una modificacién @pidamente discernible en un tiempo cercano y tal vez contempo-
Aaneo con el punto R de transicidn. Durante las horas que preceden a G1, pRb se encuentra en una
forma hipofosforilada, en contraste a la forma hiperfosforilada en la que se encuentra durante las

11
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tltimas horas de G1. Varias lineas de evidencia indican que la fosforilacidn provoca la inactivacion
de la funcién de pRb como supresor del crecimiento {Cobrinick et al., 1993).

La proteina de susceptibilidad a retinoblastoma ha sido el eje de dos modelos acerca de la
regulacion del punto de restriccion: el primero propone a la proteina como un regulador maes-
tro gue controla la puerta de entrada al punto R: una célula que ya ha recorrido la mayor parte
de la fase G1 encuentra la entrada al punto R cerrada por su guardian, pRb. Bajo condiciones
propiclas para avanzar el resto del cclo celular, pRb sufri@ fosforilacidn vy por consiguiente
inactivactén, provocando gue la puerta se abra y por lo tanto que la célula proceda a través de
G1 tardia. Las células que carezcan de una pRb funcional por diversos motivos, proceden a
través de la fase G1 sin sufrir el control normal impuesto por esta proteina. Por extension, las
células salen del control de las influenclas impuestas “corriente arriba” de pRb, como la de los
factores promotores del crecimiento o la de los factores inhiblitorios de éste, como el TGS o la
inhibicidn por contacto, respectivamente (Welnberg, 1995).

Un segundo modelo es el denominado «la ruta del retinoblastomas, que representa una via
bioquimlca de diversos componentes y no de un solo regulador maestro, como el mecanismo
molecular que sostiene y explica el punto de control de 1a fase G1 tardia.

¢) La ruta del retinoblastoma

En esta ruta, la fosforllacion inactivante de pRb puede ser el evento clave, resultado de haber
completado un numero de eventos previos at purto de restriccion {pre-R), y a partir del cual se
disparan eventos llamados post-R, gue conducen a la célula a comprometerse a entrar a la fase Sy
completar la ronda de division celular.

pRB sufre una fosforilacion exhaustiva en el momento en que la célula pasa a traves del
punto R, tiempo en el que la célula adquiere su Independencia a mitdgenos (Planas-Silva and
Weinberg, 1997).

ta acumulaclon suficiente de la actividad de cinasa para fosforitar y neutralizar los efectos de
pRb restrictivos del crecimiento se fogra por una combinacion de varios eventos, flamados even-
tos pre-R, como son: la acumulacién de ciclinas D Inducidas por mitogeno, su asociacion pro-
ductiva con y su activacion por cinasas dependientes de ciclina (CDKs), el secuestro de p27
{inhibidor de CDKs) por ciclina D-CDK4/6, vy la regulacién negativa de otros inhibidores de CDKs
{CKls) Inducida por mitogencs (Bartek et al., 1996).

El elemento central de esta ruta es la proteina del retinoblastoma, aunque se puede asignar
también un papel prominente a los complejos ciclina D-CDKs, ya que ellos tienen un doble papel,
uno catalitico en la fosforilacion de pRb y otro de reconocimiento al unir y secuestrar varios CKls
(Bartek et al., 1997).

Ahora, en una célula que pasa de la quiescencia a G1 jcuales son los elementos de estaruta y
como actian bajo la influencia de sefales que estimulan el crecimiento?

El balance entre fas ciclinas D, CDK4/6, los inhibidores de CDK {CKIs), tanto de la familia INK4
{p15, p16, p18 y p19) como de la familia Kip (p21, p27, p57) y su relacion con pRb como su sustrato
principal, representan juntos el nideo de la ruta del retinoblastoma (Gigura 1; Bartek et al., 1997).

Se ha sugerido que la relacion de todas estas moléculas entre si se inicia en un punto de
convergencia para, posiblemente, casi todas las cascadas de sefalizaclén mitogénica disparadas
por factores de crecimiento, citocinas u hormonas e Iniciadas via cualquiera de 1as tres principa-
les clases de receptores: los membranales de cinasa de tirosina, los nucleares de esteroldes y
los acoplados a proteinas G (Lukas et al., 1996). Todas dependen estrictamente de la actividad
de CDKs dependientes de ciclina D para inducir la sintesis de DNA vy ef avance a través del ciclo
celular. Las cascadas de sefnalizacion individuales parecen operar estimulando una o mds ciclinas
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D, su ensamblaje con las CDKs y/0 su regulacion negativa por los CKls. p21, p27 y p57 pueden
inhibir a los complejos ciclina D/CDK 4-6 y ciclina E/CDK 2, mientras que p15, p16 y p18 Inhiben
especificamente la activacion de CDK4 y CDK6 por ciclinas D (Sherr and Roberts, 1995).

Las ciclinas D, CDK4/6, el factor de transcripcion E2%1 v el Inhibidor p21 se inducen como
parte de una respuesta retrasada a mitdgenos en células gque entran al ciclo provenientes de la
guiescencla; pRb se encuentra inicialmente en una forma hipofosforilada formando complejos
con E251 y su proteina asociada DP1. La ciclina D unida a CDK4 se fosforila por CAK (cinasa activadora
de CDKs, CDK-Activating Kinase} y se activa. La fosforilacion de la forma hipofosforilada de pRb
que se lleva acabo por los complejos ciclina D/ CDK4-6 solo prepara a pRb para el punto de
transicion R, pero no es suficiente para lograr la transicion, De agui que la actividad de los
complejos clclina D/CDKs 4-6 sea un requisito para la transiclon, pero no determina su tiempo ©
dispara su pasc a través del punto R. Esto Ultimo parece depender de la aparicion de la actividad
del complejo ciclina E-CDK 2, debido a que se activa también por CAK alrededor del tiempo en
que la célula pasa a través det punto R (Bartek et al., 1996).

La fosforilacion de pRb v la fiberacion del factor transcripclonal E25 pueden rmarcar el punto de
compromiso de la célula a completar el ciclo, prendiendo un programa auténomo que conduce a
la transicion G1/S vy a eventos post-R que incluyen la activacion de los factores de transcripcion
de la fase S, la acumulacion suficiente de ciclinas A v E, la activacion de CDK2 y el mantenimiento
de niveles subumbrales de CKIs {(Sherr et al., 1994;%igura 1).

Ya que pRb es el elemento central en ambos modelos, revisaremos las evidencias que
condujeron a asignarle un papel clave, asi como las principales caracteristicas bioquimicas
de la proteina.

1.3 El retinoblastoma y el den de susceptibilidad a retinoblastoma

El retinoblastoma (Rb) es un cancer maligno de la retina en desarrollo, que se manifiesta como un
tumor Intraocular en la infancia temprana. Se han identificado dos tipos de retinoblastoma, el
espordico vy el hereditario. Knudson, quién llevd a cabo estudios estadisticos de la enferme-
dad, propuso gue deben ocurrir al menos dos eventos mutacionales en ambos alelos del gen
de susceptibilidad a retinoblastoma, para dar como resultado la tumorigénesis (Herwing et al.,
1997).

Estudios citogenéticos de las células tumorales y normales de pacientes con retinoblastoma detec-
taron la pérdida de material genético en ¢ cerca del tocus de susceptibllidad a retinoblastoma,
especificamente ablaciones en el brazo largo del cromosoma 13, por lo que se sugirio que los
alelos de susceptibilidad a retinoblastoma eran mutaciones nulas y, entonces, los alelos de tipo
silvestre codificarian un represor de la formacion de tumores (Goodrich and Lee, 1993).

Con la hipotesis de que el retinoblastoma fuera provocado por la Inactivacion de un solo gen
supresor de tumores, la clonacion molecular de éste gen cobro gran importancia. El gen a clonar
deberia satisfacer varios reguerimientos antes de que se aceptara como el responsable de la sus-
ceptibilidad a retinoblastoma. Deberia residir cerca de la region del cromosoma 13q14 en donde se
habian ubicado a los marcadores unidos a la susceptibilidad a relinoblastoma, como la esterasa D,
pues la actividad de la misma se veia disminuida en los retinoblastomas. Ambos alelos del gen
tendrian que estar mutados en las células de retinoblastoma, mientras que un alelo de tipo silvestre
deberia permanecer en las células normales de los pacientes. Tanto el retinoblastoma de origen
hereditario como el esporddico deberlan ser provocados por mutaciones del gen, las proteinas
codificadas por ¢l no deberfan ser funcionales v, finalmente, el producto del gen silvestre deberfa
fener una funclén consistente con su papel como supresor tumoral { Riley et al., 1994).
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1.4 Clonacién melecular e identificacién del gen humano de susceptibllidad a
retinoblastoma

La clonacion del gen no fue trivial, ya que no se disponfa de informacion acerca de su funcién.
La estrateglia general utilizada por varios grupos para clonarlo fue alslar sondas de DNA localiza-
das en la regién 13g14 ( banda q14 del cromosoma 13), caminar a través del cromosoma
{"chromosome walk’) utilizando las sondas de ¢cDNA para escrutinar bibliotecas gendmicas de
DNA v, a Intervalos regulares, escudrifar bibfiotecas de ¢cDNA con el proposito de detectar la
presencla de genes expresados. El gen Rb7 se identificd alslando un fragmento de una sola
copla del cromosoma 13 vy, por ensayos de Northern blot, se observo que se hibridaba con un
transcrito de 4.7 kb de las células de retina y gue no estaba presente en células de retinoblastoma
0 de ostecsarcoma (Riley et al., 1994).

Otra clona de ¢DNA, la Rb-7, fue identificada como un gen que se expresaba en tejido
normal y en tumores distintos a retinoblastoma, pero que no se expresaba, o lo hacia en forma
alterada, en todos los retinoblastomas que se examinaron (Lee et al., 1987a).

Rb1cumplia, entonces, con los requisitos que se previeron para un gen considerado como el
de la susceptibilidad a retinoblastoma.

Otras evidenclas que fortalecieron la idea de que Rb7 corresponde al de susceptibilidad a
retinoblastoma fue el hecho de que se encontraron ablaciones y mutaciones puntuales del gen
en un gran numero de casos de retinoblastomas. Ademds, se detectd un alelo mutade v uno
de tipo silvestre en células normales, mientras que las células tumorales solo contenian alelos
mutados. Las céluias normales de paclentes con retinoblastoma esporadico tenian alelos de
tipo slivestre, a diferencia de las células tumorales, las cuales solo contenian alelos mutados
(Bookstein et al., 1988).

Se obtuvo un cDNA completo del gen putativo a 8, cuya longitud era de 4757 pb v que se
presentaba con un marco de lectura abierto que codificaba una protelna con un masa molecular
de 110 kDa. Ei cDNA se utilizé para alslar clonas gendmicas de DNA y mapear la estructura del
gen.

1.5 Caracteristicas del gen humano de susceptibiiidad a retinoblastoma (R5)

El tamano del gen Kb es de ~200 kpb y por comparacion de las clonas gendmica v de cDNA se
identificaron 27 exones, cuyos tamafios oscilan entre 31 nucledtidos del exén 24 v 1889 bases del
exon 27, el cual contiene tamblén el coddn de paro v las sefiales de poliadenilacion. Los tamaiios
de los intrones van desde los 80 nucledtidos del intron 15 hasta las 70 kpb del intron 17. El exdn
1 contiene el coddn de inicio v las secuenclas 5° no traducidas. El sitio de inicio de la transcrip-
clon se encuentra embebido en una region rica en CGs, tipica de promotores de genes de
mantenimiento. No se encuentra en esta reglon una secuencia que pudiera corresponder a
una caja TATA (Hong et al., 1989).

1.6 Expresién del gen Rb a nivel de transcrito

La expresion del gen R a nivel de transcrito se alterd o estuvo ausente en tres de seis mues-
tras de retinoblastomas, siendo de 4.0 kb el mensaje que se detectd. En teJidos normales
como la retina fetal y la placenta, asi como en tres neuroblastomas y dos meludoblastomas se
detecté un mensaje de 4.6 kpb. En tejidos fetales de rata y de rata aduita (higado, cerebro,
rnon, ovario y medula) se identificd un transcrito de 4.6 kpb. También se detectd un transcrito
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de tamafo menaor, de aproximadamente 2.3 kb, en el cerebro fetal de rata, tal mensaje podria
representar el procesamiento diferencial del gen R4 o bien, el transcrito de un gen distinto
aungue muy relacionado a Rb (Lee et al., 1987).

1.7 1a proteina de susceptibllidad a retinoblastoma (pRb)

E! producto del gen Rb se identificé mediante anticuerpos policlonales que se habian obtenlido
contra tres péptidos sintéticos cuya secuencia se dedujo a partir de la del cDNA K67, o contra
una proteina de fusldén gque se expresd en £ cofi Los anticuerpos policlonales que se obtuvie-
ron Inmunoprecipltaron a partir de extractos de células normales una proteina de alrededor de
110 kDa, a la que se identificd como el producto del gen de susceptibilidad a retinoblastoma,
con las siguientes caracteristicas: se localiza en el nucleo, se une de manera no especifica a
traves de otras protelnas a DNA de doble cadena, su presencia no se detectd en retinoblastomas
{Lee et al., 1987}, y se fosforila en reslduos de serina y de treonina (Ludlow et al., 1985). La vida
media de la proteina es de 6-12 h, mientras que el periodo durante el cual est fosforilada es
mucho mds corto {Chen et al., 1989).

1.8 Caracterizaclén estructural y biogquimica de l1a proteina

Se han utllizado vy caracterizado diferentes mutantes con ablaciones, naturales y artificiales,
como herramientas para definir en pRb dominios estructurales relevantes en sus interacciones
con otras proteinas y para su funclonamiento, entendiendo por éste la capacidad de la proteina
de detener a las céfulas en la fase G1 del ciclo celular vy suprimir fa formacion de tumores.

La funcion de pRb como supresor de tumores y como regulador del ciclo celular normal
se origind de investigaciones que trataban de dilucidar el mecanismo mediante el cual
algunas oncoproteinas virales desregulan el control del ciclo celular. En experimentos de
mutagénesis por ablacién se encontraron dos regiones de pRb necesarias para las
interacciones con protefnas transformantes de diferentes clases de virus de DNA, tales
como la proteina E1 de adenovirus (E1A), el antigeno T del virus SV40 v la proteina E7 del
virus del papiloma humano tipo 16 (HPV16) (Dyson et al., 1989; DeCaprio et al., 1988), todas
ellas a través del motivo LXCXE, lo que condujo a la identificacion de dos blogues de
aminodacidos no contigucs, el dominio A {aa 379-572) v el dominio B {aa 647-772}, llamados
juntos el "boisillo” A/B. Se observo, asimismo, que éstas reglones son criticas para la
fosforilacidn de la proteina durante la fase G1 del ciclo celular (Buchkovich et al., 1989),
para su union a factores transcripcionales como E2F (Chellapan et al., 1991) y para su ancla-
je a estructuras nucleares (Mittnatch and Weinberg, 1991}, requiriéndose secuencias adicio-
nales del extremo carboxilo terminal ("bolslllo™ grande) para suprimir la proliferacion celular
a través de su interaccion con E2F (Hiebert et al., 1992) (Figura 2).

Se havisto que en el dominio “bolsillo” A/B se encuentran la mayoria de las mutaciones detectadas
en tumores humanos. A la region entre los dominlos “bolslllo” se le denomind regidn espaciadora,
y aungue no se le ha asignado una funcion de interaccién con otras proteinas, se ha observado que
es necesaria para una separacion apropiada entre jos dominfos A v B (Hu et al., 1990).

Se ha localizado un dominio carboxflo terminal independiente, gque no se sobrelapa con el
“bolsillo” A/B, entre los aminoacidos 768-928, caracterizado por su Interaccion con la cinasa de
tirosina c-Abl (Welch et al., 1995). La actividad de union a DNA es intrinseca de la region carboxilo
terminal, la cual comprende alrededor de 300 aa (Wang et al., 1995) v contiene una sefial de
localizaclion nuclear bipartita (Zackenhaus et al., 1993; Figura 2).
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Se han identificado en pRb distintos dominios Importantes para su actividad biologica. La
digestion proteolitica parcial de la proteina recombinante de humano reveld la existencia de
cuatro dominios resistentes a proteasas. Consistente con estos resultados, el andlisis por simu-
lacion de la secuencia proteica de pRb predice gue su estructura terclaria deberia contener
diversos dominios globulares y una reglon hidrofilica. Dos de los dominios globulares son los
dominios A y B antes mencionados.

“Bolsilio” grande A/B

“Bolsillo” A/B
Locallzacion
Dominlo TR nuclear
[ na
B - - e
1 379 572 646 772 928
hm d
Sv4Qlag, E1A,E7
Sp1, SP3 Spi, SP
E2F.cyclin D
i .- dl R - =t e - 2t

Cinasa de Rb MyoD c-Abl

Figura 2. Estructura esquematica de la proteina Rb
se muestran fos dominias estructurales de pRb involucrados en su a unidn otras protefnas, tanto de origen
celular como viral, conocidos como el *bolsillo”™ A/B, el cual se compoene de dos blogues no contiguos de
aminoacidos, el dominio A (aa 379-572) y el dominio B (aa 642-772). Apaite de las protelnas que se unen en el
“bolsillo* A/B, existen otras gue lo hacen en las regiones amino y carboxllo terminales, como la cinasa de pRby la
cinasa de tlrosina c-Abl. Figura tomada y madificada de Herwing and Strauss, 1997,

A pesar de gque a los dos dominios globulares en el extremo amino terminal no se les conoce
actividad biologica hasta la fecha, se sugiere que pueden ser necesarios para la oligomerizacion
de la proteina (Hensey et al., 1994).

La estructura cristalina del dominio “bolsilio™ A/B ha revelado la presencia de dos agrupamientos
de residuos de superficie. Uno es el sitio de unidn al motivo LXCXE, localizado dentro del dominio
By que consiste de un surco hidrofébico bordeado por una serie de aminoacidos cargados positi-
vamente. El otro estd localizado en lainterfase, entre los dominios Ay B (Lee, |.-O. et al., 1998). pRb
tiene la capacldad de formar estructuras complejas, de unirse a proteinas de la matriz nuclear
(Mancini et al., 1994) y a proteinas nucleares como ¢-myc y N-myc (Rustgi et al., 1991).
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1.9 Fosforilacién de pRb dependiente del ciclo celular

Se sabia que pRb es una fosfoproteina nuclear (Lee et al., 1987b}y que anticuerpos monoclonales
contra raton inmuprecipitaban especificamente una proteina de 110-114 Kda. En un SDS-PAGE se
observd gque en esta serle de bandas (110-114 kDa), las que migraban mds lentamente podian
convertirse a las que lo hacian mas mpidamente por digestion con fosfatasa acida (Ludlow et al.,
1989) v, gque la unién de pRb con el antigeno T, una proteina transformante de SV40, se daba
exclusivamente con la forma menos fosforilada de pRb. Posterlormente, en estudios cuyo proposi-
to era dilucidar la funcién biologica de la proteina, se hizo unintento de correlacionar los camblos
en el estado de fosforilacion de pRb con el crecimiento celular y la diferenciacion. Lo que se obser-
vo fue que células en reposo o detenidas en su crecimiento, tenian a pRb en una forma
hipofosforilada, contrario a lo que sucedia al estado de pRb en células en proliferacion, en donde
la proteina se encontraba hiperfosforilada. Cuando linfocitos primarios de humano se inducian a
proliferar pRb se desfosforilaba completamente, lo que sugeria Inhibicion de la fosforilacion de
la proteina (Chen et al., 1989).

Tamblén se observd que el estado de fosforilacion de pRb osclla regularmente durante el
ciclo celular, presentando formas hipofosforiladas en Go v G1, mientras que las formas
hiperfosforlladas se detectaron en S, G2 y M. Ademas, cuando las células se inducian a protiferar,
pRb se desfosforilaba completamente (DeCaprio et al., 1992).

£l analisis de fosfopéptidos reveld que pRb se fosforila en residuos de serina y treonina en al
menos tres etapas distintas: a la mitad de G1, en S v cerca de la transicién G2/M (DeCaprio et al.,
1992). Se supuso entonces que la funcién bioldgica primarla de la forma hipofosforilada de pRb
era la de mediar la Inhibicién del crecimiento en Go y G1'y que la fosforilaciéon de pRb a la mitad de
G1 detendria su funcién como supresor del crecimiento. La fosforilacion de pRb permitiria, en-
tonces, el progreso a través de la fase G1 y el compromiso de la célula a sintetizar DNA.

El andlisis bioguimico de los sitios de fosforllacion de pRb generd fos primeros indicios acerca
de los agentes responsables de su fosforilacion, modificacion critica para las funciones de la
proteina. Por andlisis de fosfopéptidos se demostré que muchos de los sitios de pRb que eran
fosforilados en la célula viviente podian también ser modificados /n vitro por incubacién de la
proteina con ciclinas y cdc2 o p34°<: cdc? es una cinasa de treonina/serina Indispensable para
la Induccion de la sintesis de DNA vy para la entrada de la célula a mitosis v que en células de
mamifero forma el componente activo del factor promotor de la fase M, MPF, en asoclacién con
una subunidad reguladora llamada la ciclina B {(Maclachlan et al., 1995). Los sitios que fueron
fosforllados por p34 tenian una secuencia que es tipica para los complejos ciclina B-cdc2 (DeCaprio
et al., 1992).

En experimentos de cotransfeccidn de genes de ciclinas y de pRb en células de osteosarcoma,
SAQS-2, las cuales carecen de pRb funcional se mostrd que la expresion ectdpica de ciclinas Ay E
podian superar la detencion de la fase G1 del ciclo celular levada a cabo por pRb. Estos experimen-
tos demostraron que pRb se hiperfosforilaba en células que expresaban cidinas Ay E. Los complejos
de cinasas ¢on ciclinas A v E eran capaces de hiperfosforilar a pRb e Inactivarlo (Hinds et al., 1992).

Por otro lado, en experimentos de coexpresion de ciclinas en células SAOS2 y en fibroblastos de
pulmdn humano, se demostro gque las ciclinas D1 y D3 formaban complejos con pRb que se pare-
cian a los que ésta proteina formaba con varlas oncoproteinas virales y eran disociados por la
oncoproteina E1A de adenovirus y péptidos derivados de la misma. Estas ciclinas contenian una
secuendia corta de aminoacidos similar a la que se encontraba en las oncoproteinas virales para su
interaccion con pRb, el motivo IXCXE, cuya alteracion evitaba la formacién del complejo ciclina D-
pRb. De estos experimentos se podia concluir que las diclinas D1 y D3 interactuaban con pRb de una
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manera distinta a como lo hacian las ciclinas A y E, vy que la actividad de la ciclina D podia estar
regulada por su asociacion con pRb (Dowdy et al., 1993; Ewen et al., 1993).

Ahora se sabe que las enzimas responsables de la fosforilacion de pRb pertenecen a la familia
de las CDKs (Lees et al., 1991}. Se han encontrado 15 sitios consenso de fosforilacion (S/T) en la
secuencia primaria de pRb que se encuentran conservados en otras especies de mamiferos,sin
embargo, la identidad de la cinasa responsable de fa fosforilacion de pRb ha sido materia de
debate por muchos anos; se ha visto gue diferentes tipos de complejos ciclina/CDK (p.e. ciclina
D/CDK4-CDK6 o ciclina E/CDK 2} se activan cuando pRb se fosforila. Investigaclones reclentes
indican que, /7 vitro, los complejos ciclina D, ciclina E / CDKs fosforilan a pRb en diferentes sitios
(Kitagawa et al., 1996; Zarkowska et al., 1997), pero ninguno de ellos es capaz de fosforiiar la
totalidad de los sitios susceptibles de fosforilacion.

La regulacién por fosforflacion de la actividad de pRb se completa por la desfosforilacion.
Varias lineas de evidencia sugferen la particlpacion de las enzimas de la familia de fosfatasas de
proteinas de tipo 1 (PP1) como los responsables de la desfosforilacion de pRB: la subunidad
catalitica de PP1se aislé en virtud de su capacidad para interactuar con pRb en un ensayo de
doble hibrido y posteriormente se demostré su asociacion con pRb en células humanas (Mittnatch,
1998). Ademas, en células pRb (+) y pRb {-) sincronizadas en G1, en donde se electropord la
proteina PP1, se encontrd que los niveles de la misma se inctementaron de 6 a 16 veces y
permanecieron estables por al menos 48 h. En célula pRb {+), la protelna mutante PP1 T320A
provoco la detencion de! ciclo celular en la fase G1 tardia, lo cual se asocid con la hipofosforllacion
de pRb. En células pRb (-} la fosfotasa no provocd un cambio en el avance del ciclo celular, 1o que
sugiere la necesidad de pRb funcional para indudir la detencion del crecimiento (Berndt et al., 1997).

1.10 Unidén de E2F a pRb

Otro de los avances importantes en tratar de dilucidar la funcidn de pRb como supresor de tumo-
res, supresor del crecimiento o Inhibidor del ciclo celular, fue la observaclon de gue el factor
transcripcional E2F forma complejos con la forma hipofosforilada de pRb. Algunas de las eviden-
clas que sugirieron que fa interacclon de pRb con E2F era funcionalmente significativa respecto
a la accion de pRb como supresor de tumores fueron: i} no se encontraron complejos E2F-pRb
en células que producian pRb no funcional, pero si se encontro E2F libre; i) el complejo E2F-pRb
se disocid en presencia de oncoproteinas virales como el antigeno T de SV40, y E1A v £7 de
adenovirus, lil) la inactivacion de 1a funcién de pRb en células de carcinoma cervical humano por
la proteina £7 de HPV coincldié con la pérdida de interaccion E2F-pRb, iv) la capacidad de pRb
para reconstitulr el complejo E2F-pRb, en un ensayo /n vitro, dependia de las secuencias de pRb
que se requerian para que suprimiera el crecimiento celular (Nevins, 1992). Por lo tanto, fa
inactivacion de la funcion de pRb se asociaba con una pérdida de la interaccién con E2F, lo cual
suglrié fuertemente que E2F era un proteina blanco relevante para la funcién de pRb.

La Identificacion de E2F como una proteina blanco de pRb fue un paso importante en la eluci-
dacion del mecanismo de accldn de pRb como regulader del crecimlento celular.

Por otro lado, se sabia que el factor transcripcional E2F esta involucrado en la transcripcion de
genes en los cuales reconoce el elemento TITCGCGC en sus promotores, como son 10s genes
DHFR (dihidrofolato reductasa), 7K (timidina cinasa), el que codifica la DNA polimerasa o, c-myb.¢-
myc, cdc2, N-mye v el de la protefna E2 de adenovirus. Muchos de estos genes se activan en la
fase G1 tardia vy codifican proteinas que se requieren para la sintesis de DNA, por ejemplo, la
DHFR, la timidina cinasa, la timidilato sintetasa y la DNA polimerasa o (Nevins, 1992).
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Hasta aqui se ha detallado el papel de pRb en el progreso del ciclo celular, pero esta protel-
na también juega un papel importante en la diferenclacion celular v en la apoptosis.

1.11 El papel de pRb en la diferenciacién celular

La diferenclaclon terminal estd caracterizada por la sallda permanente del ciclo celular y va acom-
panada a nivel molecular por la modulacion de diferentes genes relevantes para la expresion de un
fenotipo diferenciado. La primera evidencia para un papel de pRb en diferenciacion provino de
experimentos hechos con ratones “knockout™ (R4, los cuales murieron i utero debido a anor-
malidades en eritropoyesis y en el desarrollo neural (Lee et al., 1992). La estrecha correlacion en el
tiempo entre la muerte de un ratén “knockout” (RE4) v el nivel de pRb tejido especifico en el
raton normal apuntaron hacia un papel esenclal de pRb en el desarrollo de ciertos tejidos. El papel
activo de pRb en la diferenciacion ha sido elucidado en varias lineas celulares, en particular de
origen mieloide y neuronal que son inducibles hacla ia diferenciacion. En todo sistema examinado
un evento temprano en la diferenciacion es la desfosforilacion de pRb, la cual correlaciona con la
detenclon del ciclo celular en Go/G1. La actividad de pRb es también regulada a nivel transcripcional,
incrementandose durante la diferenclacion. En células embrionarias de carcinoma se detectaron
niveles bajos de mRNA, sin embargo, cuando estas células se diferenciaron en neuroectodermo
medlante el tratamiento con dcido retinoico, hubo un incremento de 15 veces en la expresion del
gen a nivel de tianscrito (Slacks et at., 1993).

Asimismo, durante la diferenclacion terminal de una linea celular de musculo esquelético de
raton, se incrementaron de manera dramatica la expresién del gen K6 a nivel de mRNA y de
proteina (Endo and Goto, 1992). En el mismo sentido, Coppola et al. (1990) mostraron que ias
cantidades del mRNA de Rb se elevaron durante la diferenciacion de una linea celular de
eritroleucemia en el raton, asi como en los mioblastos que son inducidos a diferenclarse en
miotubos por privacién de mitdgenos.

Ademas, durante la diferenciacion de células musculares, pRb se acumula en el ntcleo y forma
complejos con factores de transcripcién miogénicos tales como Myo Dy miogenina. Esta Interaccion
evita la refosforiiacion de pRb y mantiene a la célula en un estado diferenciado, mientras que la
Inactivaclon de pRb revierte el fenotipo diferenciado y permite que la célula vuelva a entrar en
el ciclo {Herwing and Strauss, 1997).

1.12 El papel de pRb en la apoptosis

La homeostasis en el numero de células se logra por el balance de células en estado proliferativo
y de muerte. La regulacion apropiada de una célula requlere una coordinaciéon precisa entre los
dos procesos. Ademas, la desregulacion del progreso del ciclo celular es esenclal para el inicio
de la apoptosis (muerte celular genéticamente programada de una célula). Estudios recientes
sudieren que pRb jueda un papel regulatorio en el proceso apopidtico. Durante el Inicio de la
apoptosis, la forma hiperfosforilada de pRb (p120), se convierte a la forma hipofosforilada, lo
cual se lleva a cabo por medio de la actividad de una fosfatasa especifica de serina/treonina.
Acompafhada por la fragmentacion Internucleosomal de DNA, la forma hipofosforilada es
hidrolizada por una protesa que tiene las propledades de fa familia de las caspasas (proteasas
especificas del proceso apoptdtico). Durante la apoptosis inducida por tratamiento con el factor
de necrosis tumoral y cicloheximida (TNF/CHX), el extremo carboxilo terminal de pRb {(aminoacidos
883 a 887) se hidroliza por la actividad de una enzima parecida a fa caspasa 3 que reconoce la
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secuencia DEADG {Janicke et. al., 1996). En contraste, la forma hiperfosforilada permanece in-
1acta durante la apoptosis. Estudios posteriores sugirieron que la forma hipofosforilada de pRb
funciona como un inhibidor de la apoptosis. Por lo tanto, la regulacidn de las actividades
proteoliticas sobre pRb vy los niveles consecuentes de la proteina son Importantes para la deter-
minacidn del destino celular (Ping Dou and Bing, 1998).
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La regulacion del ciclo celular en células vegetales por una ruta analoga a la del retinoblastoma
habia sido materia de especulacion hasta hace algunos afios, pues no se habla identifica-
do a ninguno de sus compoenentes. Los avances en el estudio de los reguladores de plan-
tas de G1/S indican que una ruta similar a la de pRb de animales podria estar funcionando en
regular el crecimiento de las plantas (Gutierrez, 1998).

2.1 La proteina del retinoblastoma en plantas

La primera evidencla que sugeria la existencia de un hémologo en plantas a pRb de animates y por
lo tanto una ruta analoga a la de pRb, surgié de laidentificacion en las ciclinas tipo D de Arabidopsis
{(Soni et al., 1995) y de alfalfa (Dahl et al., 1995) del motivo LXCXE. Esta secuencla corta esta
presente en las ciclinas D de humano, en oncoproteinas virales y se ha Identificado como el ele-
mento responsable de la union con pRb {Dowdy et al., 1993; Ewen et al., 1993). Este hallazgo
sugirid gque la transiclon G1/S de plantas pudiera estar regulada por un mecanismo molecular
similar al gue Interviene en las células animales.

Ademas, asi como en virus animales se han identificado proteinas capaces de unir a pRb me-
diante el motivo LXCXE, en la proteina Rep A del virus del enanismo del trigo (WDV), un gemlnivirus,
se identifico el motivo LICHE, capaz de unir a pRb humano (Xie et al., 1995).

Una propledad crucial para la capacidad transformante de las proteinas oncogenicas codifica-
das por virus de DNA que infectan células animales, es que forman complejos estables con
pRb y con los otros miembros de la familia “bolsillo” {(p107 y p130). Los geminivirus son virus de
plantas de DNA de cadena sencilla cuya replicacion depende de las proteinas de fa célula
hospedera, a excepcion de las proteinas Rep. El andlisis de la proteina Rep A del virus del
enanismo del trigo, WDV (de Wheat Dwarf Virus), revelé la presencia de un motivo LXCXE,
especificamente de la secuencia LICHE, hacia la mitad del extremo carboxilo terminal de la
proteina. Ademas, el residuo acido £ precede al motivo LICHE, caracteristica comun de las pro-
teinas celulares y virales gue Interactiian con pRb. La protefna Rep A de WDV es capaz de formar
complejos con p130, una proteina "bolsillo” a través del motivo LICHE, ya que mutaciones pun-
tuales (C / G y E/ K) en este motivo eliminan dicha interaccidn {(Xie et al., 1995).

Las evidencias moleculares de la existencla de proteinas tipo Rb en plantas la obtuvieron tres
grupos de investigacion, al aislar clonas de cDNA de maiz que codificaban una proteina con homologia
a pRb de humanos. A las clonas les asignaron los nombres de ZmRB, ZmRb1, RRBI, RRB2a y RRBZh,
Zmpor Zea maysy RRB por “related 1o RB™ (Grafi et al., 1996; Xie et al., 1996; Ach et al., 1997a).
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ZmRB se obtuvo a partir del sondeo de una biblioteca de ¢cDNA de endospermo de maiz
(Grafi et al., 1996) con la clona de ¢cDNA 6CO2C02, una secuencia tipo EST (Expressed Sequence
Tagged) que previamente se habia aislado en un sondeo de bibliotecas de ¢cDNA de maiz. Esta
secuencia se identificd parcialmente, por su similitud del 32%, como un homologo a pRb de
humano (Shen et al., 1994).

ZmRb1 se alslé a partir del escrutinio de una biblioteca de cDNA de maiz con un oligonucleotido
cuya secuencia se obtuvo del banco de datos de ESTs de mafz (Xle et al., 1996).

RRBI, RRBZa y RREZbH se obtuvieron por el sondeo de dos bibliotecas de cDNA de maiz, una de
meristemos vegetativos y otra de espigas inmaduras, utilizando también la sonda 6C0O2C0O2 (Ach
etal, 1997a).

2.2 Caracterizacién de las clonas de ¢cDNA como secuencias que codifican una
proteina homodloga a pRb de humano

Los resultados de los experimentos que permitieron caracterizar a las clonas de ¢cDNA menciona-
das anteriormente, como pertenecientes a una proteina con las propledades estructurales y
hioguimicas de la proteina de susceptibilidad a retinoblastoma (pRb) de humano, son:

1) Propiedades estructurales

ZmRb1 comparte una identidad de ~28-30% {~50% de simllitud) con pRb de humane. Contiene
segmentos homologos a los subdominios Ay B, que forman el “bolsillo” A/B, de pRb de humano.
La homologia varia entre 50 y 64%. Los subdominios estan separados por una region espaciadora
ne conservada. Asimismo, contiene dominios amino y carboxilo terminales conservados.

El alineamiento de la secuencla de aminodcidos de ZmRb1, con pRb, p107, p130 {miembros
de la familia de proteinas “bolsillo”, a la que pertenece pRb) y con los homdlogos a pRb de
ratén, pollo v rana, mostraron gue la homologia esta confinada, en primer érmino, a los domi-
nios A y B, gue forman el “bolsillo™ A/B (Xie et al., 1996). ZmRb1 incluye en su estructura un
dominto rico en prolina en el extremo carboxilo terminal que comprende los residuos 561-577,
una regidn que puede ser equivalente al dominio rico en protina de pRb (Lee et al., 1987a).

Las secuencias de aminodcidos de RRB1 y RRB2 tienen una Identidad de ~35% con pRb de
humano en el dominio Ay de ~25 % en el domino B. RRB1 presenta un dominio rico en leucina en
el extremo amino terminal de la proteina, que se encuentra conservado en p107 y en p130 de
humano y en el homologo a pRb de Drosophiia, RBF. A pesar de que la funcién de este dominio
se desconoce, su similitud entre plantas y animales sugiere fuertemente que puede ser
funcionaimente significativo (Ach et al., 1997a).

ZmRb1 contiene 16 sitios consenso de fosforllacidon (S/TP) para cinasas dependientes de
ciclina, destacando los gue se encuentran agrupados en el extremo amino del subdominio A y
en el extremo carboxilo terminal, ya que se ha visto que estos sitios se fosforilan de una manera
dependiente del ciclo celular en células humanas (Buchkovich et al., 1989}). De la misma manera
se pueden reconocer en la secuencia de las proteinas RRB1 y RRB2 varios sitios de fosforilacion
(S/TP), abundantes hacia el extremo carboxilo terminal y ubicados en una posiclon equivalente

a la que se encuentran en las proteinas pRb, p107 y p130 (Ach et al, 1997a).

ZmRb1ylas RRBs (1,2ay 2b) contienen un residuo de cisteina en una posicion equivalente a la
Cys706 de humano, residuo critico, pues cuando se muta da como resultado la pérdida de
funcion de 1a proteina en células de humano (Kaye et al., 1990}.

En la region espaciadora de las proteinas ZmRb1 y RRBs (1,2ay 2b) se encuentra una sefal
bipartita potencial para la localizacién nuclear (NLS; Nuclear Localization Signal) similar a la
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que se encuentra en pRb de células de humano (Xie et al., 1996; Ach et al., 1997a; Zacksenhaus
et al., 1993}

2) Localizacién subcelular y tamano

RRB1 es una proteina que se localiza exclusivamente en el nicleo, a semejanza de pRb. La
localizaclon de RRB1 se la confiere posiblemente la sefal bipartita de localizacléon nuclear antes
mencionada.

Por ensayos de Western Blot en los que se utilizd un anticuerpo monocional obtenido contra

la proteina de fusidn GST-ZmRB, se detectaron bandas de proteinas de 130, 110 y un doblete
entre 90 vy 100 kDa en extracto proteicos del endospermo en desarrolio de maiz. Se observo que
la banda de 110 kDa interactuaba con Rep A y E7, pero no con la banda de 130 kDa ni con el
doblete, por o que al parecer, es la banda de 110 kDa la que corresponde al producto génico de
ZmRB (Grafi et al., 1996).
A su vez, un anticuerpo policlonal dirigido contra la regidn carboxilo (aa 440-683) de ZmRb?1 reco-
noctd en extractos proteicos de hoja y en cultivos celulares, ambos de maiz, una banda de 110 kDa,
de la cual se concluyd representa ZmRb1 con un dominio "bolsillo” activo, por su Interaccion
con la proteina de fusion GST-E7 (Huntley et al., 1998).

3) Propledades bioguimicas

a) interacclén con oncoproteinas de virus de DNA

Una caracteristica consplcua de pRb es su capacidad para Interactuar con oncoproteinas virales, via
un motivo corto conservado, el motivo LXCXE.

A semejanza de lo que ocurre con pRb de humano, se observé la interaccion especifica de
ZmRB con la oncoproteina E7 de papilomavirus, gue depende del motivo LXCXE de union a pRb,
pues cuando se utilizd en los ensayos una mutante de E7 que carecfa de este motivo, la
Interaccion no fue evidente (Grafi et al., 1996).

De la misma manera, en ensayos de doble hibrido en levadura, RRB1 se unié al antigeno T del
virus SV40, asi como a un péptido de 10 amincdacidos derivado de 1a secuencia del antigeno Ty
gue contenia el motivo LXCXE, lo cual indicaba que las secuencias necesarias para interactuar con
este motivo se han conservado entre las protefnas de maiz y de humano (Ach et al, 1997a).

b} Interaccion con clclinas de plantas tipo D y con E2F

Medlante ensayos de interaccion de proteinas denominados de “arrastre”, gue consisten en incu-
bar una proteina de fusién con GST, con extractos proteicos totales o con proteinas traducldas /7
vitro, pasandolas después a través de una columna de glutatidn-agarosa y efuyendo posterior-
mente con un amortiguador a las proteinas unidas a la resina y, en consecuencia, a las que
hubieran interaccionado con éstas, se observo una Interaccion fuerte entre las ciclinas tipo D de
A, thafiana (CycD1, CycD2 y CycD3) y GST-ZmRb1. La Interaccion depende en gran medida, tanto
de un motivo LXCXE en las ciclinas, como de un dominio “bolsillo” en pRb, intactos (Huntley et
al., 1998).

Por ensayos de doble hibrido se observé una Interaccton fuerte entre RRB1 y la mitad amino
terminal de CycD3, la cual contlene el motivo LIXCXE. En el mismo ensayo se encontro que la ciclina
cyc1At de Arabidopsis, 1a cual se expresa predominantemente en la fase G2 del ciclo celular pero
que carece del motivo LXCXE, interacciond muy débilmente con RRB1. Estos resultados en conjun-
to, indicaron que la formacion de complejos ciclina tipo D-proteinas tipo pRb estin conservadas
en plantas y animales {(Huntley et al., 1998).

Los resultados que se han obtenido con relacién a 1a interaccion del homologo a pRb de maiz
con E2F son contradictorios de acuerdo al autor, pues mientras que con RRB1 no se observo la
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formacion de complejos con E2F por experimentos de doble hibrido, con ZmRbt mediante el
mismo tipo de ensayos si se observd y se demostrd que depende de un dominio “bolsiilo”
intacto en ZmRb1. Ademas, ZmRb1 es capaz de inhlbir la capacidad como activador transcripclonal
de E2F (Huntley et al., 1998). Los resultados anteriores son reforzados por la clonacién molecular
de un cDNA de trigo, homologo a E2F humano (Ramirez-Parra et al., 1999).

¢} Interaccién con otras proteinas

El estado de acetilacion de histonas se ha propuesto como un mecanismo regulador de la
compactacion de la cromating; mlentras que la acetilacion de histonas debilita su interaccion con
el DNA produciendo una estructura de cromatina méas dindmica, la desacetilacion conduce a una
conformacién reprimida de la cromatina y por fo tanto, a un acceso restringido de los factores
transcripcionales a sus sitlos de unidn en el DNA. Las desacetilasas de histonas de anlmales estan
presentes en un complejo de multiples subunidades, dos de las cuales, RbAp48 y RbAp46, han
sido identificadas como factores celulares de unién a pRb. Por lo tanto, la represidn transcripcional
por pRb podrla involucrar desacetilacion de histonas (Brehm et al., 1999).

En plantas, especificamente en tomate y Arabidopsis se identificaron proteinas homaologas a
RbApP46 v a RbAp48. A las proteinas se les denomind LeMSI1, pues también tienen homologia
con las proteinas MSI1 de levadura, homologas a RbAp46 y RbAp48.

Se encontrd ademds, que LeMS! 1 se une a pRb y a la proteina RRB1 de maiz /7 vitro, indicando
por lo tanto, que la capacidad de interaccion entre estas protelnas se ha conservado en las plantas
y en los animales (Ach et al., 1997b).

d) Fosforilacién

Utllizando un anticuerpo monoclonal obtenido contra la proteina de fusion GST-ZmRB en ensa-
yos de Inmunoprecipitacién y Western Blot, se examind el estado de fosforilacion de ZmRB duran-
te el desarrollo del endospermo de maiz y se detectaron cambios en su estado y nivel de
fosforilacion. Ademas, se observo la fosforilacién in vitro de ZmRB por una cinasa de fase S de
células de endospermo en endoduplicacion (Grafi et al., 1996).

Por otro lado, en ensayos de actlvidad de cinasa se observd gue la protefna expresada ZmRb1
se fosforila por los complejos cycD/CDK4, cycE/CDK2 v cycA/CDK2 de humano, que tambien
fosforllan a pRb de mamiferos (Huntley et al., 1998).

e) Papel de la proteina en el crecimlento vegetatlivo normal y en el desarrollo de las plantas
A lavez que se caracterizan los cDNAs v las proteinas de retinoblastoma en plantas, se han llevado
a cabo experimentos que tratan de contestar las preguntas sobre la funcion de estas proteinas
durante el crecimiento y desarrollo en células vegetaies. €l primer trabajo que abordd esta pregur-
ta se centrd en el desarrolio de la hoja de maiz, en el que se da un proceso de diferenclacién
celular de tal manera que en la base de la hoja la division celular es alta, mientras que ocurre
una diferenciacién parclal progresiva a medida que se avanza a lo largo de la hoja, hasta la
punta {Huntley et al., 1998).

Mediante ensayos por Western blot, utilizando un anticuerpo policlonal dirigido contra la
region carboxilo de ZmRb1(aa 440-683), se observo que una banda de 110 kDa estuvo ausente
o presente de manera muy débil en el tejido basal en profiferacion, mientras gue en tejido mas
diferenclado, cerca de la punta de la hoja, mostr6 niveles altos (Huntley et al., 1998). Estos resulta-
dos sugieren que, niveles altos de la forma de 110 kDa de ZmRb1se asocian con la salida de la
division celular y el Inicio de la diferenciacidn en la hoja de maiz.
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La endoduplicacién es un proceso que da como resultado una duplicacién endonuclear del
genoma, que conduce a la produccion de cromosomas con 2" cromatidas y se caracteriza por la
inhibicién de la mitosis v la induccion constitutiva de la sintesis de DNA que parece ser esencial
en el desarrollo del endospermo de semillas. En el endospermo de maiz la endoduplicacion
inicia de 10 a 12 dlas después de la polinizacion e Involucra un Incremento sustancial en el nivel
y actividad de cinasas dependientes de ciclina, de fase S (Grafi et al., 1995). Como se Indico
anteriormente, en células de endospermo de maiz en endoduplicacion se observé la fosforilacion
in vitro de ZmRB por una cinasa de fase S.

2.3 Los CDNASs tipo R de maiz

Los cDNAs tipo £ de maiz que han sido clonados por los diferentes grupos de investigacion
tienen tamaros diferentes como se indica en la Tabla 1y en la Figura 3. El cDNA ZmRBes de 1.8
kpb (Grafi et al., 1996}, ZmRb17 mide 3.747 kpb (Xie et al., 1996) y Ach et al. (1997a) encontraron
dos cDNAs a los que llamaron RRB7, uno de 4.367 kpb y el otro de 2.977 kpb, este Gltimo €5 mas
pequefo que el primero debido al uso de sitios alternos de poliadenilacion; asimismo, aislaron
dos clonas de cDNA parciales a las que denominaron RRB2ay RRBZ2b, de 2.945 kpb y 2.538 kpb
respectivamente. RRB2b se origina por un evento de corte de intrones y empalme de exones
alternativo en dos regiones del transcrito de RRB2z uno de los eventos ocurre dentro de la
region codificante, lo que da como resultado dos proteinas con diferentes extremos carboxilo
terminales. RRBZ2ay RRBZb parecen ser clonas parciales porque carecen del dominio amino
terminal presente en RREI. Asimismo, el cDNA ZmRb1 no presenta parte de la region amino
terminal que sl se encuentra en los cDNAs RRBT (Xie et al., 1996; Ach et al., 1997a).
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CDNA Kpb Referencia
ZmRB 1.8 Grafi et al., 1996.
ZmRb1 3.747 Xie et al., 1996.
RRB1 4.367, 2.977 Ach et al., 1997a.
RRBZ2a 2.945 Ach et al., 1997a.
RRB2D 2.538 Ach et al., 1987a.

Tabla 1. Tamano de los diferentes cDNAs de maiz

TGA

4

ATG N B TGA

) ¥
| N | o

B TGA

B

B

\J

Fig. 3 Esquema de las estructuras de los CDNAs KRB
Esquemna de los dos cDNAs RRE7y de los dos cCDNAs parciales, RRB2a y RREZb. Se indican los “bolsillo™ Ay B,
el extrermo amino terminal en los £RA7, asi comoe los codones de inicio y de terminacion. Figura tomada de Ach

etal, 1997a.
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Los cDNAs RRB7 contienen un marco de lectura ablerto capaz de codificar una proteina de
866 aa, con un tamano de 96 kDa.

El cDNA ZmRb17 contiene un solo marco abierlo de lectura, suficiente para codificar una
proteina, ZmRb1, de 683 aa, con un tamano de 75.247 kDa.

El cDNA ZmRb] parece contener la region codificante completa debido a que la secuencia
alrededor del primer coddn de metionina mostrd un buen consenso como sitio de inicio de la
traduccion. Ademas, para confirmar esta prediccion se amplificd el extremo 5 del mRNA por
RACE-PCR (Xie et al., 1996) usando un cligonuclestido derivado de una regidn cercana al codon
de inicio ATG putativo, lo cual produjo un fragmento de DNA de ~150 pb. ,

Con base en los datos anteriores se ha propuesto la existenda de mas de un gen tipo Rben €l
genoma de malz: el que daria origen al transcrito, y consecuentemente, a la proteina ZmRb1.el que
codificaria la proteina RRB1, y aquél a partir del cual se derivarian los transcritos y las proteinas RRB2s.

En este sentido, se tienen datos discrepantes en cuanto al numero de denes tipo Rb de
maiz, va que mientras algunos Investigadores sugieren la existencia de un solo un gen (Grafi et
al. 1996), otros, por analisis de Southern blot de DNA genomico de maiz con una sonda que
hibridaba tanto a RRB7 como a RRAZ, bajo condiciones astringentes, y en el que detectaron de
una a tres bandas de hibridacion en varlas digestiones, proponen que RRB7y RREZ pertenecen
a una familla multigénica (Ach et al., 1997a). En ningin caso se muestran los resultados del
Southern blot de DNA gendmico.

Ademds, debido a que entre las proteinas RRB1 y RRB2 existe una Identidad de 92% alo largo de una
region de 611 aminodadidos, secuencia que se conoce de RRB2, y que entre RRB1y ZmRb1 laidentidad
es del 99%, tanto a nivel de nucledtidos como de aminodcidos, se refuerza la posiblidad de que las
clonas de cDNAs pertenezcan a genes tipo Rf diferentes, aunque muy relacionados. Otra posibill-
dad es de que pertenezcan a un solo gen, pero que entre ellos no tendan un 100% de Identidad
debido al alto nivel de polimorfismo que ocurre en el maiz (Henry and Damerval, 1997; Pedersen, K.
et. al., 1982; Bhattramakki and Kriz, 1996), o bien, a artefactos producto de los procesos de clonacion
y secuenciacion.

Para reforzar la suposicion de la existencia de més de un gen tipo Rb de maiz, se tienen los
resuitados del andlisis de 1a expresion del gen a nivel de mRNA.

En andlisis por Northern blot, utilizando mRNA de meristemos de malz y de hoja madura, y
como sonda una secuencla derivada del cDNA ZmRb1, se detectd la presencia de dos mensa-
Jes, uno de ~2.7 y otro de ~3.7 kb, £l mensaje de menor tamafio tiene la capacidad de codificar el
marco de lectura abierto completo de la proteina ZmRb1 (Xie et al., 1996). La existendia del otro
mensaje no fue clara. Una explicacion a la presencia de este mensaje serfa la posibllidad de que
perteneciera a otro gen tipo Kb de maiz.

Queda por esclarecer la existencla de uno o mas genes tipo RH de malz.

2.4 Una clona genémica tipo 2b de maiz

Una aproximacion para esclarecer preguntas pendientes acerca del nimero de genes tipo R, post-
bles procesamientos de los mismos, asi como su tamario, es el aislamiento y donacion de éstos.
En un proyecto lateral en el laboratorio encaminado a caracterizar la region promotora de los
genes tipo Rbde maiz, se aislaron dos clonas mediante e sondeo de un banco de DNA gendmico
de plantulas etioladas de la linea de malz Missourl 17, con un fragmento de DNA cuya secuencia
se ubica hacia el extremo 5 del ¢cDNA ZmRb7*. Una de las clonas, a la que se denominé

* 1a sonda fue proporcionada por el Dr. Crisanto Gutiérrez del Centro de Biologia Molecular «Severo Ochoa, de la
Universidad Autdnoma de Madrid.
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AFixI18.1.4.2, se secuencid parcialmente y se encontrd una alta homologia de una parte de su
secuencia, correspondiente a un exon, con la de los cDNAs RRBTy ZmRb1, por lo que se pudo
aflrmar que correspondia a una clona gendmica gue contiene un gen que codifica una protel-
na de maiz tipo Rb, o RBR, coma se les denomind posteriormente.

Por otro lado, con el proposito de profundizar en el conocimiento del papel que el gen tipo
Rb contenido en la clona AFixIl8.1.4.2, pudiera tener en diferentes estados de desarrollo de la
planta, se propuso estudiar su expresién en distintos tejidos de malz: en hoja, tallo y raiz de
plantulas v en el eje embrionario y embrién de fa semilla seca.

Se podia contar con un anticuerpo obtenide contra el dominio “bolsilio” A/B de la protelina
ZmRb1, por lo que se propuso estudiar el nivel de proteinas RBR en los mismos tejidos en los
que se proponia estudiar la expresion del gen a nivel de RNA mensajero.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1) Caracterizar la estructura del gen contenido en la clona AFix 11 8.1.4.2.

2) Mapear el sitio de Inicio de la transcripcidon en el gen contenido en la clona AFix 11 8.1.4.2
como parte de la caracterizacion del mismo.

3) Determinar si el gen contenido en la clona AFix Il 8.1.4.2 pertenece a una familia multigénica.
4) Estudiar la expresion del gen a nivel de RNA mensajero v la presencia de proteinas tipo Rb, o

RBR, en diferentes tejidos de maiz, tales como la hoja, el tallo y la raiz de plantulas de dos
semanas de edad, asi como en el eje embrionario y en el embrién de la semilla seca.
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HIPOTESIS

Dado que hasta la fecha se han aislado varios cDNAs de maiz correspondientes a proteinas
RBR, pero no los genes que las codifican, el andlisls de clonas que contengan genes RER de
maiz permitirdn un estudio mdas detallado de la estructura de los mismos, la localizacion de
regiones reguladoras, regiones no traducidas asi como de su expresion.

De Igual manera, el conocimiento de su secuencia permitira determinar con mayor exactitud
de lo que hasta la fecha se ha hecho, si en el genoma de maiz existe mas de un gen que
codifique protelnas RBR.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

Se utilizaron semillas de maiz { Zea mays) variedad Chalquefio para la extraccion de ejes embrionarios
y para la obtencidn de plantulas.

Para la extraccion de DNA gendmico se utilizaron fos ejes embrionarios disectados manual-
mente de la semilla seca.

Las extracciones de RNA total se hicieron del eje embrionario y el embrién de la semilla seca;
del tallo, la raiz y la hoja de "plantulas de 2 semanas de edad”.

Las extracciones de proteina se hicieron a partir del eje embrionario de la semilla seca; deltallo,
laralz v la hoja tres de “plantulas de 2 semanas de edad”.

Las plantulas se obtuvieron de la siguiente manera:

Se desinfectaron 25 semillas con una solucién de hipoclorito de sodio, diluida con agua en una
proporcion de 1:37, durante 2 minutos, v se lavaron exhaustivamente con agua estésll hasta ellmi-
nar completamente el olor a hipociorito; se colocaron en una caja Petri de 14 cm de diametro sobre
papel filtro estéril y se pusieron a germinar con 12 ml de agua, a 29°C.

Al tercer dia las semillas germinadas se colocaron en macetas que contenlan tlerra y agrolita en
una proporcion de 1:1.

Las plantulas se utllizaron, para las extracciones de proteinas y de RNA total, 15 dias después de
que las semillas germinadas se colocaran en las macetas.

A estas plantulas se les denomind “plantulas de dos semanas de edad”.

3.2 Determinacién del nimero de genes RBR de maiz por Southern blot

3.2.1 Extraccion de DNA gendmico

Ef protocolo que se utilizo, con algunas modificaciones, para la extraccion de DNA gendmico es e

que se describe en (De la Porta, 1983 ).

La extracclon se hizo a partir de ejes embrionarios de semilla seca de maiz.

1) Los ejes { 0. 15 g} se desinfectaron lavdndolos durante 2 minutos con una solucién de 1 volumen
de NaClQ por 36 volumenes de agua, y se enjuagaron con agua desionizada estéril hasta elimi-
nar completamente el olor a hipoclorito.

2) Los ejes se congelaron en N, Hguidoy se molieron en un mortero hasta obtener un polvo muy
fino, el cual se transfirié a un tubo Eppendorf de 1. 5 ml v se le agrego 1.0 mi de amortiguador
de extraccion (Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, Na,EDTA-2H,O 50mM pH 8.0, NaCl 0.5 M), 1.5 ul de -
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mercaptoetanol y 60 x| de SDS al 20%. El tubo se agitod hasta tener el polvo bien suspendido
en el amortiguador.

3) La suspensién se incubd por 10 min a 65°C, se le agregaron 400 ul de acetato de potasio 3M
{(pH 5.0}y se incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente se centrifugd durante 20 min a
14,0008 en un rotor de angulo fijo (centrifuga MR1812, rotor 100.4, Jouan).

4) El sobrenadante se decantd en un tubo Eppendorfy se le agregd un volumen igual de isopropanol
frio, se mezcld suavemente por inversion v se incubé a -20°C por lo menos 30 min.

5) El precipitado blanco que se formé se colectd con la punta de una pipeta Pasteur doblada en
forma de gancho v se lavo varias veces con etanol al 70 %.

6) £l precipitado se transfirié a un tubo Eppendorf que contenia 500 4l de amortiguador TE (Tris-HC
10 mM, Na,EDTA-2H,0 1.0 mM, pH 8.0).

3.2.2 Cuantificacion del DNA

Para evaluar la calidad v cantidad del DNA gendmico se corrié una alicuota en un gel de agarosa al
0.7% en TAE 1X { Trizma base 40 mM, &cido acético glacial 20 mM, Na,EDTA-2H,0 2.0 mM, pH 8.0),
al gque se incorporaron 12.5 ug de RNAasa libre de DNAasa (Boehringer) y bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 #g/ml. La cuantificacion se hizo por comparacldn de la intensidad de la
fluorescencia de la alicuota de DNA gendmico, al colocar el gel tefiido con bromuro de etidio en
un transiluminador de luz UV { UV Transilluminator UVTM-10, Hoefer), con la fluorescencia genera-
da por los marcadores de masa { Low DNA Mass™ ladder, GIBCO).

3.2.3 Digestion del DNA con enzimas de resiricclon
A un tubo Eppendorf de 1.5 ml se agregaron 40 ug de DNA gendmico, 75 U de enzima de restric-
cién (BamHI, EcoRl, Hindl o Sstl, GIBCO), 7.5 ul de amortiguador 3 (10X) (GIBCO) en el caso de
las dos primeras enzimas & 7.5 ¢l de amortiguador 2 (1X) (GIBCO) para las dos ultimas, y H,0 hasta
completar un volumen de 75 gl, y se incub0 a 37 °C durante toda la noche.

Se tomo una alicuota (~5 ug) de cada una de las reacciones de digestiony se corrid en un gel
de agarosa al 0.7 % , tefildo con bromuro de etidio.

3.2.4 Electroforesls en gel de agarosa
La electroforesis en gel de agarosa y el montaje de la transferencia del DNA se llevd a cabo

sigulendo el protocolo Indicado en (Ausubel et al.,1992).
A los 75 ul de cada una de las reacclones de digestion se les agregaron 10 u| de amortiguador de
carga {azul de bromofenol al 0.25 %, glicerol al 50%, Na,EDTA-2H,0 2.0 mM, pH 8.0), y se cargaron
35 ul, por duplicado, en un gel de agarosa al 0.8 %, en TAE 1X, al que se incorporaron, antes de gue
solidificara, 65 tg de RNAasa libre de DNAasa (Boehringer) y bromuro de etidio a una concentra-
cion de 0.5 ug/ml. Como amortiguador de corrida se utilizo TAE 1X. El gel se comrid a 24 V durante
toda la noche, a temperatura ambiente y se sometio al siguiente tratamiento:

1) incubacién en HCl 0.2 N por 10 min,

2) tres lavados con agua desionizada por 5 min cada vez,

3} incubacion en solucidon desnaturalizante (NaCl 1.5 M, NaCH 0.5 M) por 30 min,

4) un lavado con agua desionizada durante 10 min,

5} incubacién en solucion de neutralizacion (Tris-HCI 0.5 M, NaCl 1.5 M, pH 8.0) durante 30 min.
El DNA se transfirid a una membana de nylon cargada positivamente (Hybond™ -N+, Amersham)
como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Esquema del montaje de la transferencia de DNA
Esguema tomado y modificado de Ausubel et al.,1992.

la transferencla durd 24 h, después de las cuales se desmonté y la membrana se lavo con [S5C
2% (NaCl 0.3M, Na citrato.2H O 0.03 M)] durante 5 min, con el propésito de eliminar los restos de
agarosa, y se secH a températura amblente. El DNA se entrecruzé covalentemente a la mem-
brana con luz UV de 254 nm, a 0.12 J/cm? { X1-1000 UV Crosslinker SPECTROLINKER™, Spectronics

Corp.), durante 90 s.

3.2.5 Obtencién y marcaje de la sonda
Se prepard una membrana y se hibridé conun fragmento £co RI-Hind Il de 1534 pb, obtenido por

la digestion con £co Rl de una subclona de la clona genomica AFix 11 8.1.4.2 (RB1500). & producto
de la digestion con FcoRl se corrio en un gel de agarosa al 0.8 % en TAE 1X: el fragmento de interés
se separé del gel, se extrajo de €l con un equipo de reactivos para purificacion de DNA a partir de
geles de agarosa (GENECLEAN 11, BIO 101) y se marcé radioactivamente utilizando el protocolo
indicado por el fabricante para el sistema de marcaje de DNA con oligonucledtidos aleatorios
como cebadores (Random Primers DNA Labeling System, GIBCO):

1) €n un tubo Eppendorf de 1.5 ml se colocaron 25 ng de DNA, se calentaron a 100°C por 5 min €
inmediatamente se colocaron en hielo.

2) Al DNA desnaturalizado se le agregaron 6 ul de una mezcla de dNTPs {(dATP, dGTPy dTTP 0.5 mM
c/u), 15 ul de [a- P2 dCTP {10 uCl/u) y H,0 hasta completar un volumen de 48 uly 2 ul del
fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (3U/ul}.

3) La mezcla de reaccion se incubd durante 3 ha 25°C.

4) Para detener la reaccion se agregaron 5 ul de solucidn de terminacion (EDTA 0.5 M, pH 8.0) y 145
ul de amortiguador TE (Tris-HC 10 mM, Na,EDTA-2H,0 1 mM, pH 8.0).
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5) La sonda marcada se filtrd a través de una columna de Sephadex G-50 para eliminar el [a- P*]
dCTP no incorporado.
6) La actividad especifica de la sonda fue de 5X10¢ com/ug de DNA.

3.2.6 Prehibridacién e hibridacion del DNA en la membrana

La prehibridacion e hibridacion de la membrana se llevo a cabo, con algunas modificaciones, de
acuerdo al protocolo indicado en Ausubel et al., 1992.

La membrana se prehibridé con solucion de hibridacion [SSC4X (NaCl 0.6 M, Na,citrato-2H,0 0.06M),
solucion de Denhardt 5 (Ficoll 400, polivinilpirrolidona y la fraccion V de la albumina sérica bovi-
na, todos al 0.1 %), SDS al 0.5 % (p/v) y DNA de esperma de salmoén 0.1mg/mi] por 2 h a 68°C,
después de ese tiempo se le agrego la sonda marcada, la gue previamente se desnaturalizé por
calentamiento a 100 °C por 5 miny se enfrié inmediatamente en hielo. La hibridacion se llevo a

cabo a 68°C por 18 h.

3.2.7 Lavado y exposicion de las membrana

La membrana se lavo, para eliminar las hibridaciones inespecificas, con 50 mi de SSC 1X/SDS al

0.1%, una vez durante 20 min, a 60°C, y con $SC 0.5 X/SDS al 0.1 %, una vez por 30 min, a 65°C.
Para 'a deteccion de sefales la membrana se expuso a una pelicula para rayos X {Kodak), con

pantallas amplificadoras, durante 1 semana, a temperatura ambiente.

3.3 Clonacion y secuenciacion de las subclonas genémicas RB4000K y RB900OS a
partir de la clona AFix I 8.1.4.2

3.3.1 La clona genémica AFix 11 8.1.4.2

La clona 8.1.4.2 se aislo en el sondeo de un banco de DNA gendmico de la linea de malz Missourl
17, preparado a partir de pldntulas etioladas, digerido con Sau 3Al, y clonado en el sitio Aot del
vector AFixIl.

El DNA que se utilizd como sonda fue el fragmento contenido en PBS-RB {subclona del cDNA
ZmRb1), que comprende los nucledtidos 1-384 de ZmRb1.

El Inserto de la clona genomica se llberd con Aot |, y su tamario aproximado es de 14 kpb (Figura
A, carril 1).

3.3.2 Extraccion del DNA de la clona gendémica AFix 11 8.1.4.2

A partir de 10 ml de un lisado de la clona gendmica 8.1.4.2 (clonada en el sitio XAo | del vector
AFix 1), con un titulo de 10" pfu/ml, se hizo la extraccién de DNA con un equipo de reactivos
para extraccion de DNA del fago fambda (QIAGEN Lambda), sigulendo el protocolo indicado
por el fabricante. La extraccion se basa en un paso de precipitacion optimizado con PEG
{polietilénglicol), seguido por una cromatografia de intercamblo i6nico en una columna
QIAGEN.

3.3.3 Digestion del DNA de la clona AFix 11 8.1.4.2 con Sstly Kpn|l

Se digirieron 4 ug del DNA obtenido en 3.3.2 con 10 U de Sst | o de Apr7 1 (GIBCO, BRL) y se
corrieron en un gel de agarosa al 0.7 % en TAE 1X (Trizma-base 40 mM, dcido acético glacial 20 mM,
Na,EDTA-2H,0 2.0 mM, pH 8.0) tefldo con bromuro de etidio. En cada caso se purificd el Inserto de
interés, de ~9000 pb en la digestion con S$s71y de ~4000 pb en la de Kpr!.

El DNA del fragmento a clonar se obtuvo utilizando un equipo de reactivos para purificacion de
DNA a partlr de geles de agarosa (GENECLEAN [} KIT, BIO 101} siguiendo el protocolo indicado por
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el fabricante. Posteriormente se utilizd en una reacclon de ligacidn con el vector pBluescript Il KS
(+/-), el cual se digird previamente con las mismas enzimas (kprn 1 o Sst) y se desfosforilo de la
siguiente manera:

3.3.4 Digestion y desfosforilacion del vector pBluescript 1l KS (+/-)(2961 pb)

Se digirieron, por separado, 5 ug del vector pBluescript 11 KS (+/-) con 10 U de Sst1 y Kpn! (GIBCO,
BRL), a 37 °Cpor 2 h,

Una alicuota de cada uno de los productos de las digestiones se corrié en un gel de agarosa al
0.8% terido con bromuro de etidio, en TAE 1X, con el proposito de verlficar la linearizacion del
vector,

Enseguida se desfosforild al vector linearizado, directamente en la mezcla de reacclon de la
digestion, agregando para ello 33.4 U de CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, GIBCO), diluida
1: 10 con el amortiguador de dilucion CIAP (trietanolamina 30 mM pH 7.6, NaCl 3.0 M, MgCl, 1 mM,
ZnCl, 0.1 mM), y el amortiguador de desfosforilacion CIAP 10X (Tris-HCI 50 mM, EDTA 0.1 mM)auna
concentracion final de 1X. La reaccién de desfosforilacién se Incubd a 37°C durante toda la noche.
La CIAP se inactivé agregando a la mezcla de reaccion 5 ul de EDTA 0.5 M, pH 8.0, y calentdndola
a 70°C durante 10 min.

El DNA plasmidico linearizado vy desfosforilado se purifico de tos componentes de ta mezcla de
reaccion por extraccion con un volumen igual de fenol/cloroformo/alcohol 1scamilico 25:24: 1,y se
precipitd con 2 volimenes de etanol absoluto y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M, pH 5.2.

El vector desfosforllado se corrio en un gel de agarosa at 0.8 % tenido con bromuro de etidio, el
fragmento de 2961 pb se separ¢ del gel y se purlfico de la manera indicada anteriormente
(GENECLEAN 111 KIT, BIO 101),

Con los DNAs purlficados, tanto del vector como del Inserto a clonar, se llevé a cabo una reac-
cion de ligacion siguiendo el protocolo Indicado en {Sambrook et al., 1989).

3.3.5 Reaccion de ligacion

Los componentes de la reaccion fueron: 0.4 #g de DNA del vector, 2.2 ug del fragmento a clonar,
2. 5 U de la DNA Ligasa de T4 (Boehringer) y amortiguador de ligacion 10X (Tris-HCl 20 mM, EDTA1
mM, ditloeritritol 5 mM, KCl 60 mM, glicerot al 50%, pH 7.5} a una concentracion fina!l de 1X. El
volumen final de la mezcla de reaccion fue de 25 ul. La reaccién se incub6 toda la noche a 14 °C.
Al dia siguiente se utilizd para transformar células competentes.

3.3.6 Preparacion de céiulas competentes

Se utilizaron células £ coffde 1a cepa DHS5a para hacerlas competentes por el método de Incue et

al., 1990:

1. Se Inocularon 100 x| de célutas en 25ml de medio LB [peptona al 1% (p/v), extracto de levadura
al 0.5 % (p/v) y NaCl 170 mM] y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C, con agitacion.

2. De este cultivo se tomaron 200 !l y se inocularon en 25 ml de medio SOB [ peptona al 2 % (p/v),
extracto de levadura al 0.5% {p/v), NaCl 10 mM, KCl 2.5 mM, Mgdl, 10 mM, MgSO, 10 mM, pH
6.7-7.0) a 16° C hasta que alcanzaron una densidad dptica, medida a 600 nm, de 0.6.

3. Las células se incubaron en hielo por 10 min.

4. Se centrifugaron a 2500 g durante 10 min, a 4°C.

5.5e resuspendieron suavemente en 8.0 mi de medio TB frio [Pipes (acido piperazino-
dletanosulfénico) 10 mM, MnCl, 55 mM, CaCl, 15 mM, KCt 250 mM, pH 6.7)

6. Se les agregd DMSO (dimetiisulféxido) a una concentracion final de 7%.

7. Se colocaron en hielo por 10 min.

8. Las células competentes se guardaron a-70°C en alicuotas de 100 gl.
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3.3.7 Transformacion de células competentes

La transformacion de las células competentes con los productos de la reaccidn de ligacion se

llevo a cabo utilizando el siguiente protocolo (Stratagene):

1. Se descongeld en hielo un tubo de células competentes DH5ea (100 xl).

2. Se agregaron alas células 2 ul de g-mercaptoetanol 0.5 My se mezcl6 suavemente con la punta
de la pipeta.

3. Se agrego a las células competentes toda la reaccion de ligacion (25 ul) y se mezcld muy suave-
mente con la punta de la pipeta.

4. Las células con el DNA transformante se incubaron en hielo por 30 min.

5.Se les dio un choque térmico a 42°C durante 2 min.

6. Se mantuvieron en hielo por 3 min.

7. Se les agregaron 400 u! de medio SOC [peptona al 1.6 % (p/v), extracto de levadura al 0.4 % (p/v).
NaCl 136 mM, glucosa 20 mM].

8. Se incubaron a 37°C durante 1 h, con agitacion a 225 rpm.

9. Se dispersaron diferentes volimenes de células transformadas (50, 100,150 y 200 ul) en cajas
Petri con 30 ml de agar LB solldificadol peptona al 1% (p/v), extracto de levadura al 0.5 % (p/v),
NaCl 170 mMy agar al 1.5 % (p/v)] en el que se incorpord previamente amplcilina a una concen-
tracién final de 50 ug/ml, 25 ul de PTG (isopropil-8-D-tiogalactosido) 1 My 25 ul del sustrato
cromogénico X-Gal {5-bromo-4-cloro-3-ndolil8-D-galactopirandsido) 50 mg/ml disuelto en DMFA
(dimetifformamida).

10. Una vez que el liquido se hubo absorbido en el agar, las cajas se invirtieron y se dejaron
incubando a 37°C durante ~18 h, para permitir el crecimiento de colonias.

11. Después de ese tiempo se colocaron a 4° C durante todo el dia para permitir el desarrolio de
color azul en las colonias de clonas no recombinantes.

Las colonlas que se mantuvieron blancas durante todo el dia {clonas recombinantes puta-
tivas) se inocularon en medio LB con ampicilina (50 mg/ml) vy se incubaron con agitacion a
37°C durante toda la noche. Los cultivos bacterianos se utilizaron para hacer extracclones de
DNA plasmidico.

3.3.8 Extraccion de DNA plasmidico

La extracclon de DNA plasmidico se llevé a cabo, con algunas modificaciones, utilizando el proto-

colo indicado en (Sambrook et al., 1989):

1. Se centrifugaron 1.5 ml de un cullivo bacteriano crecido la noche anterior en medio LB con
amplcilina (50 ug/ml) en una microcentrifuga (Microfuge E™, Beckman) durante un minuto, a
velocldad maxima (12, 000 rpm). El sobrenadante se elimind por asplracion.

2. El boton bacteriano se resuspendid en 200 ul de amortiguador GTE (glucosa 50mM, Tris 25 mM
pH 8.0, Na, EDTA-2H,0 10 mM pH 8.0) pipeteando de arriba a abajo y se incubd a temperatura
ambiente durante 5 min.

3. Se agregaron a la suspension 300 ul de una solucion de lisis alcalina (NaOH 0.2 N, SDS al 1%)
recién preparada y se mezclo invirtlendo el tubo suavemente. Se incubo en hiefo por 5 min.

4. Se agregaron 300 ul de acetato de potasio 3 M, pH 4.8. Se mezcl6 por inversién y se incubé en
hielo durante 5 min.

5. Se centrifugd a 14,000 ¢ por 10 min, a 4°C, y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio.

6. Al sobrenadante se le hizo una extraccién con un volumen igual de fenol/cloroformoy/alcohol
isoamilico (25:24:1) y se mezclaron las fases sin utilizar el vortex, para separarlas se centrifugo el
tubo a 14, 000 g durante 3 min. La fase acuosa se separ¢ en un tubo [Impio.
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7.Se hizo una extraccion a la fase acuosa con un volumen Igual de cloroformo/alcohol isoamilico

(24:1) vy se agité manualmente durante 1 min. Se centrifugd por 3 min a 14, 000 g para separar

las fases y se pasé a un tubo Iimpio la fase acuosa.

8. El DNA se precipito agregando un volumen Igual de Isopropancl, mezclando por Inversion,
incubando a -20 °C por lo menos durante 20 miny centrifugando a 14, 000 g por 15 min, a4 °C.

9. El sobrenadante se elimind y el botén de DNA se lavd con 1 ml de etanol al 70% (v/v) y se
centrifugd a 14, 000 g por 5 min, a4°C.

10. El sobrenadante se decantd v el disolvente residual se elimind por evaporacion.

11. El boton de DNA seco se disolvié en 15 ul de agua estéril o de amortiguador TE 1: 10(Tris-HCI 10

mM pH 8.0, Na,EDTA-2H,0 1 mM pH 8.0).

El DNA gue se obtuvo de cada una de las colonlas putativas recombinantes se digirié con Kpn
| o Sst1, v para verificar la presencia de cada uno de los fragmentos que se deseaban clonar se
corrleron los productos de las digestiones en un gel de agarosa al 0.8 %, al que previamente se
Incorporaron 12.5 ug de RNAasa libre de DNAasa (Boehringer) y bromuro de etidio a una concen-
tracién final de 0.5 ug/ml.

Una vez que se tuvo la certeza de tener clonados los fragmentos de Interés se procedit a
secuenclar los extremos de una de las clonas recombinantes, la denominada RB4000K, con el fin
de conocer su orientacion y saber cuantas pares de bases se extendia hacia el extremo 3’ del gen.

Una vez gue se conoclo su orlentacién se procedio a secuenclarla completamente.

Se preparé DNA de la clona RB4000K, de calidad adecuada para secuenciaclon, uitlizando un
equipo de reactivos para extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina (Wizard™ Minipreps DNA
Purification System, PROMEGA).

3.3.9 Secuenciaclén parcial de la clona RB4000K
La clona RB4000K se secuencio en el faboratorlo utilizando los sigulentes oligonucledtidos:

Oligonucledtido Secuencia

“40M13F" 5 GTT-TTC-CCA-CTC-ACG-ACG-TTG-TA-3”
“50 Rev” 5 TTIG-TGA-GCG-GAT-AAC-AAT-TTC3
RBG 1600 5'- TGA-AAC-ATT-GGC-ATC-TCC-3

RBG 1900 5'- CCA-AGT-CTT-CTG-CTG-ATC-3'

RBG 2400 5 CCT-GCT-GTT-CTT-GAG-AGT-3’

La posicidn de los oligonucledtidos en la clona RB4000K se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema de la localizacién en el gen ZmRBRy en la clona RB4000K de algunos
de los oligonucledtidos que se utilizaron en su secuenciacion

A) Locallzacion en el gen ZmRBR de algunos de los oligos que se utilizaron enla secuenciacién de la dona
RB4000K, 1a cual inicia en el nuclestido 315 “corriente abajo” del ATG de iniclo del gen v termina en el
nucledtido 4606. Los oligonucledtidos RBG1600, RBG1900 y RBG2400 inician en los nucledtidos 1549, 1821 y
2081, respectivamente, a partlr del ATG de Iniclo del gen.

B} La clona RB4000K tamblén se secuenciod por los extremos utilizando los oligonucleo6tidos "-40M13F" y
“50Rev” cuyas secuenclas estan basadas en la del vecior pBluescript [i KS {+/-} (PKS).
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La clona RB9000S se secuencio también por los extremos utllizando los oligonuclettidos “-40
M13 F" v *-50 R" y posteriormente se secuencié completamente haciendo uso de diferentes
oligonucledtidos.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron acabo utilizando un equipo de reactivos para
secuenciacion (Thermo Sequenase radiolabeled terminator cycle sequencing kit, Amersham), en
el que los ddNTPs {didesoxinocledsidos trifosfato) estin marcados con P,

a) Reaccion de secuenclacién

1. Mezcla de reaccion. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 2 ul de amortiguador de
reacclon (Tris-HCl 260 mM pH 9.5, MgCl, 65 mM) . 0.5 g de DNA (RB4000K), 4 pmoles de
oligonucledtidos vy 2 ul de la enzimaTermo Secuenasa DNA polimerasa de 4U/ul, en unvolimen
final de 20 gl.

2. Mezclas de Terminacion. Aparte, en tubos para PCR de 500 ul, marcados conlasletras ‘A, 'C, ‘G’
y T, se agregaron 2 ul de “mezcla maestra de terminacién dGTP™ {dATP, dCTP, dGTP, dTTP, cada
uno 7.5 mM) en cadatubo y 0.5 ul del [ @-*Pl ddNTP( [ a-*P] ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP cada
uno 0.3 uM) que le correspondiera de acuerdo con la letra ([.a-*P] ddATP parala‘A’, [a-*P]
ddCTP para ta 'C’, efc., etc.}.

3. Se transfirieron 4.5 gl de la mezcla de reaccion en cada tubo en donde se prepard la mezcla de
terminacion (‘A, 'C’, ‘G’ y ‘T'), se mezclaron y se sometleron a 30 ciclos de amplificaciéon en un
termociclador (DNA Thermal Cycler 480, Perkin Elmer); los pa@metros de temperaturay tiempo
de cada ciclo fueron : 305a95 °C, 30sa60°Cy2mina 72 °C.

4. Una vez que concluyeron los ciclos de amplificacién, a cada reaccidén de terminacion se le
agregaron 4 ul de solucién de detencion de la reaccion [(formamida al 95 % (v/v), EDTA 20 mM,
azul de bromofenot al 0.05 % (p/v) y xilén cianol al 0.05 % (v/v)).

La preparacién del gel de secuenciacion, el corrimiento de las reacciones de secuenciacion, y el
secado y exposicion del gel, se llevaron a cabo siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.

b) Preparacidn del gel de secuenciacion

Todas las reacciones de secuenciacion se corrieron en geles de poliacrilamida al 6 % con la siguien-
te composlicion: acrilamida al 5.7 % (p/v}, NN -metilénbisacrilamida al 0.3 % (p/v}, urea al 50 %
{p/v), amortiguador tolerante a glicerol GTE 20 X (Taurina 0.570 M, Na,EDTA.2H,O 10 mM, Tris-
base 1.78 M) a una concentracion final de 0.8 X, persulfato de amonio al 0.075 % (p/v) y TEMED
{(N,NLNY N tetrametil etiléndiamina) al 0.03 % (v/v).

¢) Corrimiento de las reacclones de secuenciacion

El gel se monté en un aparato de electroforesis para geles de secuenclacion (Sequencing Gel
System Model SA, GIBCO BRL); las reacciones de secuenclacion se calentaron a 70°C, por 10 min,
antes de cargarlas en el gel vy se corrleron en amortiguador GTE 0.8 X, a 3000V, durante 4y
8 h.

d} Secado y exposicién del gel

Cuando concluyd el tiempo de corrimiento, el gel se separd de los cristales gue lo contenian, se
humedecid con una solucion fijadora [ metanol al 10% {(v/v), acido acético glacial ai 10% (v/v)l, se
transfirid a un pliego de papel filtro Whatmann 3 MM del mismo tamano que él, vy se secd
durante 1 h, a 80 °C, en un aparaio secador de geles (Slab Gel Dryer GD 40/50™, GIBCO BRL).
Para la deteccion de sefales el gel seco se expuso a una pelicula para autorradiografia de alta
sensibilidad (Hyperfilm™ MP. Amersham), por 48 h a temperatura ambiente.
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3.4 Ensayos de RT-PCR y de Extension de Cebador

3.4.1 Extracclon de RNA total

El RNA total gue se utllizd en los experimentos de RT-PCR (Transcripcion Reversa-Reaccién en Cade-

na de la Polimerasa) y de Extension de cebador se obtuvo por el método de extraccion de RNA

total con TRIzol (TRIzol™ Reagent, GIBCO); el reactivo es una solucion monofésica de fenol e

isotioclanato de guanidina.

El protocolo que se siguié es una modificacion del descrito por el fabricante y se ha adaptado
en el laboratorio para tejido vegetal:

1. Los tejidos se congelaron en N, liquido v se trituraron en un mortero con 1 mi de TRIzol™ por
cada 100 mg de tefido.

2. Las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente para que se llevara a cabo la
disolucion completa de los complejos de nucleoproteina.

3. Se centrifugaron a 14, 000 g por 10 min, a4 °C, con el propodsito de eliminar material Insoluble.

4. El sobrenadante se separd en un tubo limpio v se le agregaron 100 ul de cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1.

5. Las fases se mezclaron por agitacién en el vértex, durante 30 s, v se dejaron incubando por 3
min a temperatura ambilente.

6. Las fases se separaron por centrifugacion a 14, 000 ¢ durante 5 min, a 4° C.

7. La fase acuosa se separo cuidadosamente en un tubo Eppendorflimplo y se le agregaron 500 ul
de TRIzol™ y 50 ul de cloroformo:alcohol isoamilico 24:1; las fases se mezclaron por agitacion
en el vortex durante 30 s y se separaron por centrifugacion a 14, 000 g durante 5 min, a 4° C.

8. La fase acuosa se paso a un tubo limpio v se le hicieron repetidas extracciones con cloroformao:
alcohol isoamilico 24:1 y centrifugaclones, en las condiciones va descritas, hasta observar la
desaparicion de una “nata” blanca en la interfase.

9. El RNA total presente en la fase acuosa se precipit¢ por la adicidon de un volumen igual de
isopropanol, Incubacion durante 1 h a-20 °Cy centrifugacién a 14, 000 g durante 10 min, a4°C.

10. El sobrenadante se decanto v el botdn de RNA se lavd con etanol al 70 %, preparado con H,O
tratada con DEPC (dietiipirocarbonato).

11. Se centrifugd a 14, 000 g por 10 min, a 4°C; el sobrenadante se decantd, y el liquido residual se
elimind por evaporacion. _

12. £l boton seco de RNA se disolvio en 25 ul de agua tratada con DEPCy se le adregd 1 ul de
inhibidor de RNAasa (20U/ul) {Perkin EImer). El RNA se almaceno a -70°C.

Para evaluar la cantidad y calidad del RNA se tomo una alicuota de cada una de las preparacio-
nes anteriores, se diluy6 en una proporcién de 1:1000 con agua tratada con DEPC vy se leys en el
espectrofotémetro (UV-Visible Recording Spectrophotometer UV160U, SHIMADZU) a 260 v 280 nm.

Para verificar la integridad del RNA se corrid otra alicuota de cada una de las preparaciones en un
gel de agarosa al 1 % en TAE 1X (Trizma base 40 mM, dcido acético gladal 20 mM, Na,EDTA2H,0 2.0
mM, pH 8.0, al que se incorpord bromuro de etidic (prepatado con agua tratada con DEPC) a una
concentracion final de 0.5 g/mi (Figura 18 A). Como amortiguador de corrida se utilizé TAE 1X.

Todo el material de plastico con el que hizo la extraccion se esterilizo durante 2 h a 20 ps.i.,
a una temperatura de 120°C. El material de vidric se horned por mas de 24 h a 180 °C.

El agua se agitd durante toda la noche con DEPC a una concentracién de 0.1% (v/v) y se esteri-
lizd a 20 p.s.i., hasta eliminar completamente el olor a DEPC.

En los ensayos de Transcripcion Reversa vy Extension de cebador se utilizo el oligonudeotido RBNH2R
(5"- ACT-AAT-CCATGGCAT-GCAGG- 3 ), cuya secuendia, ubicada en el exdn 3 del gen ZmkBR es la inversa
complementaria a la que va del nudedtido 993 al 1011 “corriente abajo” del ATG.
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En los experimentos de PCR, ademads del oligonucledtido RBNH2R, se utilizo el oligonucledtido
RBNHZF (5 "- CCG-CAA-AGC-ATA-TAA-TGA-ACT-G-3 '), cuya secuencia ubicada en el exon 3 del gen
ZmRBR comprende del nucledtido 844 al 865 “coiricnte abajo” del ATG.

3.4.2 Ensayos de RT- PCR

Para estos experimentos se utilizaron 10 g de RNA total del tejido de interés (hoja, tallo, ralz, ejey
embrién de semilla seca) en el ensayo de Transcripcion Reversa que se describe a continuacion, y
en el gue se siguio el protocolo indicado por el fabricante:

a) Sintesis de la primera cadena de cDNA

1. Aun tubo Eppendorf de 1.5 ml se le agredaron 10 49 de RNA total, 4 picomoles del oligonucleodtido
RBNHZR y H,O estéril tratada con DEPC a un volumen final de 12 ul. La mezcla se Incubd a 70°C
durante 10 miny se enfri¢ Inmediatamente en hielo.

2. A la mezcla anterior, frfa en hielo, se le agrego: 4 ul de amortiguador de primera cadena 5X
(GIBCO) {Tris-HCI 250 mM pH 8.3, KCI 375 mM, MgCl, 15 mM}, 2 ul de DTT (ditiotreltol} 0.1 My 1
ulde una mezcla de dNTPs 10 mM ( dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada uno a una concentracion de
10 mM), ¥ se incubd por 2 mina 42°C.

3. Se le agregd 1 ul de Transcriptasa Reversa RNasa H-SUPERSCRIPT™ |1 (GIBCO), de 200 Uful, vy se
Incubd a 42°C, durante 1 h.

4. La reaccion se detuvo calentindola a 70°C por 10 min.

Los controles negativos para esta reaccion se prepararon de la misma manera que se indica
arriba, con la excepcion de gue no se les agregd Transcriptasa Reversa.

b) Sintesis de la 22. Cadena de cDNA ( PCR )

1. Se prepard una "mezcla maestra” con la siguiente composicion: amortiguador de PCR 10X (KCl
500 mAA, Tris-HCI 100 mM pH 8.3X10 X PCR buffer I, Perkin Elmer) a una concentracion final 1X,
0.2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2.0 mM de MgCl, , 0.33 uM de cada
oligonucledtido (RBNH2R v RBNH2F) vy 1.65 U de 7aq Polimerasa (Amplitag Gold, Perkin
Elmer).

2. A un tubo para PCR de 200 ul se agregaron 10 ul de la reaccion de Transcriptasa Reversa y 20 ul
de la “mezcia maestra®, se mezclaron muy bien y se sometieron en un termociclador (Gene
Amp® PCR System 9700, Perkin Elmer), a 35 ciclos de amplificacién, previa desnaturalizacién a
95°C durante 3 min.; las condicicnes de amplificacién para cada ciclo fueron: 1 mina 95°C, 1
min a 60°C, 1 mina 72°C, vy una extension final de 10 min a 72°C.

Los controles negativos fueron:

1) Control de dimeros de cebador, en donde se agredaron 10 ul de H,0 en lugar de los 10ul de la
reaccion de Transcriptasa Reversa.

2) Uno, en donde no se agrego el oligonucledtiodo RBNH2F en 1a mezcla maestra.

3) Otro, en donde no se agregd el oligonucledtido RBNH2R en la mezcla maestra.

Los productos de la amplificacion se corrieron en un gel de agarosa at 1.5 % en TAE 1X.

Para verificar que el producto de PCR no fuera un artefacto se hizo un Southern Blot en el
que se transfirld el producto de PCR, corrido en un gel de agarosa al 1.5 %, a una membrana y
se hibridd a 68°C, utilizando como sonda el mismo producto de PCR, pero obtenido a partir de
una subclona de ZmRBR (Hin 1P) (Ver resultados).

Otra de las pruebas fue la digestion del producto de PCR con Saw 3Al, una enzima que se
sabe corta en un solo sitio de la secuencia del exdn 3 de ZmRBR  generando dos fragmentos,
uno de 124 pb y otro de 48 pb (Ver resultados).
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3.4.3 Ensayos de Extension de cebador
a) Marcaje del oligonucledtido RBNH2R con [y -2P] ATP por la polinucledtido cinasa de T4
Para marcar radiactivamente al oligonucleétido se utilizo el sistema RTS de marcaje por la cinasa
T4 (RTS T4 Kinase Labeling System, GIBCO), el cua! incluye en un solo tubo, después de que se
reconstituye, 10 U de polinucledtido cinasa, Tris-HCl 70 mM pH 7.6, KCl 100 mM, MgCl, 10 mmy DTT
1 mM; a este tubo se le agregaron 20 pmoles de RBNH2R, 25 uCi de [y -P] ATP (NENTM) y H,O
hasta completar un volumen de 20 ul.

La mezcla anterior se agitd en el vortex durante 30 s, se centrifugd brevemente v se incubo a
37°Cdurante 30 min.; para inactivar la enzima la reaccion se calenté a 55 °C durante 5 min.

Para eliminar el [y -*?P] ATP no incorporado la mezcla de reaccién se filtrd a través de una colum-
na de Sephadex G-50.

b) Reaccion de transcripcion reversa

1. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml, libre de nucleasas, se mezclaron 15 ug de RNA total de hoja o
de tallo, 8 pmoles de RBNH2R marcado con [y -P] ATP, con una actividad de 0.5 xCi, y agua
estéril tratada con DEPC, hasta completar un volumen de 12 ul. la mezcla de reacclén se
incubd a 70°C por 10 min e Inmedlatamente se enfrio en hielo.

2. Ala mezcla anterior se le agregaron 4 ul de amortiguador de primera cadena 5X (GIBCO) (Tris-
HC 250 mM pH 8.3, KCI 375 mM, MgClz 15 mMY), 2 gl de DTT (ditiotreitol) 0.1 M y 1 gl de una
mezcla de dNTPs 10 mM (dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada uno a una concentracion de 10 mm), y
se incubd por 2 min a 42°C.

3. Se le agregd 1 ul de Transcriptasa Reversa RNasa H- SUPERSCRIPT™ (1 {GIBCO), de 200 Uful, vy se
incubd a 42°C, durante 1 h.

4. La reaccién se detuvo calentandola a 70°C por 10 min.

¢) Corrimiento de los productos de la reacclon de extension de cebador en un gel de
secuenciacion

Los productos de la reaccién de extension de cebador se corrieron en un gel de poliacrilamida
al 4.5% con la sigulente composicion: acrilamida al 4.275 % (p/v), N, N -metilénbisacrilamida al
0.225 % (p/v), urea al 45 % {p/v}, amortiguador tolerante a glicerol GTE 20X (Taurina 0.570 M,
Na,EDTA-2H,0 10 mM, Tris-base 1.78 M) a una concentracion final de 0.8 X, persulfato de amonlo
al 0.075 % (p/v) y TEMED (N, N, N’, N’ -tetrametiletiléndiamina) al 0.03 % (v/v).

El gel se montd en un aparato de electroforesis para geles de secuenciacion (Sequencing Gel
System Model SA, GIBCO)y se precorrio a 2800 V durante 30 min, en amortiguador GTE ai 0.8 X.
Los productos de la reaccion de extension de cebador v los productos de las reacciones de
secuenclacion de la clona RB4000K, con el oligonucledtido RBG1900 (5 - CCA-AGT-CTT-CTG-CTG-
ATC-3"), se calentaron a 70°C durante 10 min antes de cargarlas en el gel y se corrteron en
amortiguador GTE al 0.8 X, a 2800 V, durante 10 h.

Las reacciones de secuenciacion se prepararon como se describid en 3.3.9.

d) Secado y exposicién del gel
Transcurfido el tiempo de corrimiento el gel se separd de los cristales que lo contenian, se
humedecit con una solucion fijadora {{imetanol v 4cido acético glacial, ambos al 10 % (v/v)], se
transfirié a un pliego de papel Whatmann 3MM de 45 X 17 ¢cm v se seco durante 30 min, a 80°C,
en un aparato secador de geles {Slab Gel Drver GD 40/50™, GIBCO BRL).

Para la deteccion de sefales el gel seco se expuso a una pelicula para autorradiografia de alta
sensibilidad (Hyperfilm™MP, Amersham), por 1 semana, a temperatura ambiente.
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3.5 Deteccion de proteinas RBR de maiz por Western blot

3.5.1 Extraccidn de proteinas

La extraccion de proteinas se llevé a cabo de acuerdo con el siguiente protocolo:

Se extrajeron las proteinas totales de los siguientes tejidos: hoja, tallo v raiz, de plantulas de maiz
de dos semanas de edad vy eje embrionario de la semilla seca.

Para la extraccion de las proteinas de la hoja se tomaron 10 cm de tejido contados de la punta
hacia abajo.

Det tallo se tomaron 3 cm de tefido contados a partir de su iniclo.

Para las muestras de la raiz se hicieron extracciones de la raiz completa de la plantula de dos
semanas y de las puntas (aprox. 1.5 mm) de todas las raices de semillas embebidas en agua por
tres dias.

El'tejido (hoja, tallo y raiz completa) se cortd en pedazos pequefios, se congels inmediatamen-
te en N, liquido, después de haberlo pesado, y se molid en un mortero con el sigulente amortigua-
dor de homogeneizacién (Tris 70 mM pH 7.5, Mg, 1.0 mM, KCI 25 mM, Na, EDTA-2H,O 5.0 mM
pH 8.0, sacarosa 0.25 mM, B-mercaptoetanol 15 mM, Triton X-100 0.1 % v 1 tableta del cocktail de
inhibidores de proteasas Complete™ (Boehringer) por cada 5 mi de amortiguador). Se utilizaron
800 u| de amortiguador por cada gramo de tejido fresco de la hoja, el tallo v la raiz completa, y 2.0
ml por cada 0.25 g de ejes embrionarios.

Los homogenelzados se centrifugaron a 135,800g (Optima ™ Ultracentrifuge, rotor TLA 100.4,
Beckman) por 30 min, a 4°C. El sobrenadante se separé y se centrifugd nuevamente, a 14, 000g
{centrifuga Jouan, MR1812, rotor 14, 500 MAX() por 30 min, a 4 °C.

Los sobrenadantes se separaron en tubos Eppendorf y se almacenaron a -70°C hasta que se
utilizaron.

3.5.2 Cuantificaclon de proteinas
La cantidad de proteinas en el extracto total de cada tejido se determing, con algunas modificacio-
nes, por el método descrito por Bradford et al., 1976.

A 5 ml del extracto total se le agregaron 500 ml de reactivo de Bradford [Azul Brillante de
Coomassie G al 0.05 % (p/v), HCIO, al 5.2 % (v/v}], 50 ml de NaOH 1INy H,O hasta completar un
volumen de 1 ml. La absorbancia de la muestra se leyd a 595 nm contra un blanco preparado con
5 ml de amortiguador de homogeneizacién en lugar del extracto total, y dentro de los primeras 5
min después de haber agregado el reactivo de Bradford. Los valores de absorbancia se Interpolaron
en una curva patron de albumina sérica bovina.

3.5.3 SDSPAGE
Las muestras de proteinas de los diferentes tejidos se separaron en una SDS-PAGE a} 10 %.
Los geles, apilador y separador, se prepararon de la siguiente manera:

Cel apllador:
amortiguador del gel apllador 2X 1.50 mi
acrilamida/bisacrilamida al 30 % 1.00 mi
(NH,),5,0, al 10 % 30 ul
TEMED 10 gl
H,0 cbp. 100 ml
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La composiclon del amortiguador del gel apilador 2X fue: Trizma base 0.5 M, SDS 0.4 % (p/v),
pH 6.8.

Cel separador:

amortiguador del gel separador 2X 1.25 ml
acrilamida/bisacrilamida al 30 % 333 m
(NH,),5,0, al 10 % 45 pl
TEMED 10 gl
H,0 cb.p. 10.0ml

La composicion del amortiguador del gel separador 2X fue: Trizma base 1.5 M, SDS 0.4 % (p/v),
pH 8.8

Para el gel separador se utllizaron los 10 mly para el apilador 6 mi.

Se cargaron 40 ug de proteina total de cada uno de los tejidos.

Antes de cargar las muestras en el gel se incubaron a 100°C durante 5 min en presencia de
soluclon digestora (Trizma base 100 mM pH 6.8, SDS al 4% (v/v), glicerol al 20% (v/v), azul de
bromofeno! al 0.2% (v/v) y B-meicaptoetanol 1.4 M).

Se agregaron 5 ml de solucion de digestion por cada 20 ug de protelna.

Las muestras se corrieron a 65 V en el gel apllador y a 87 V en el gel separador con 650 mi de
amortiguador de electrodos 10X (Trizma-base 250 mM pH 8.3, glicina 1.92 M, SDS al 1%), durante Sh.

3.5.4 Transferencia del gel

En un equipo de transferencla (LKB BROMMA 2117 MULTIPHOR, Pharmacia) se apilaron en el si-

guiente orden:

a) 6 tiras de papel Whatmann 3MM humedecidos en solucldon anodica 1 (1X) (Trizma base 0.3 M
pH 10.4, metano! al 4%).

b) 6 tiras de papel Whatmann 3MM humedecidos en solucién anddica 2(1X) { Trizma base 25 mM
pH 10.4 , metanol al 4%).

) membrana de PVDF (Immobilon ™-P, poro de 0.45 um, MILIPORE), previamente lavada por 10
segundos con metanol absoluto y después varias veces con agua estérli, e incubada por 10 min
en solucién anddica 2(1X), a temperatura ambiente.

d) el gel, previamente incubado en solucién anddica 2(1X) durante 30 min, a temperatura amblen-
te.

e) 3 tiras de papel Whatmann 3 MM humedecidos en solucién catodica 3 (1X) (acido e-amino -n
caproico 40 mm pH 7.2, metanol al 4%).

La transferencia se llevd a cabo a 75 mA por cada gel de 8.8 X4.7 cm, durante 1 h.

3.5.5 Bloqueo e incubacion de la membrana con el primer y segundo anticuerpo

La membrana se incubd con 10 mi de solucidén de blogueo [PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM,
Na,HPO,-7H,0 4.3 mM, KH,PO, 1.5 mM, pH 7.3), leche descremada Sveltes al 5%, Tween 20 al
1.2%] durante 1 h a 37 °C.

Inmediatamente despues la membrana se Incubd con el anticuerpo policlonal a-RbAAB*, obte-
nido en conejo, a una dilucién 1:1500, en solucién blogueadora fresca (PBS 1X . leche descremada
Sveltes al 2.0 % y Tween 20 al 0.6%), toda la noche, a 4°C.

El anticuerpo a-RbAAB est dirigido contra la region "boisillo” A/8 de ZmRb1 que comprende
los aminoacidos 27 a 557.
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Después de la incubacion con el primer anticuerpo la membrana se tratd de la siguiente

forma:

1) Se lavé 2 veces con PBS 1X, durante 15 min cada vegz,

2) 1 vez con PBS 1X/NaCl 0.5 M por 10 min, y

3}1 vez con PBS 1X por 5 min

4)Se Incubo con un anticuerpo obtenido en cabra contra las cadenas pesada y ligera de la 19G de
conejoy conjugado a la peroxidasa de rdbano (goat antl-rabbit IgG(H+L -horseradish peroxidase
conjugate, GIBCO, BRL), diluido 1:2500 en 7.5 mi de solucion bloqueadora (PBS 1X, leche
descremada Sveltes al 2.5 %, Tween 20 al 0.6%).

5) Después de la incubacién con el segundo anticuerpo la membrana se lavé 3 veces con PBS 1X,
15 min cada vez.
Los lavados vy la incubacién con el segundo anticuerpo se hicieron a temperatura amblente,

3.5.6 Deteccién de las proteinas inmunoreactivas

Para la deteccion de sefiales, la membrana se incubd durante 2 min. en una mezcla de volimenes
iguales de los reactivos (1y 2) del equipo de deteccion por quimicluminiscencia ECL™ (Amersham),
y posterlormente se expuso a una pelicula de rayos X {Kodak) por 5 y 15 min.

La membrana que se utilizd en la inmunodeteccion se tifid posteriormente con rojo de Ponceau
(ver Figura 19 A).

* Bl anticuerpo a-RbAAB fue proporclonado por el Dr. Crisanto Gutiérrez, del Centro de Blologia Molecular “Severo Ochoa®,
de la Universidad Auténoma de Madrid,




CARACTERIZACION DEL GEN ZmR8R DE MAIZ

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Subclonacién y secuenciacién del gen ZmrBER, contenido en la clona genémica
AFIx 11 8.1.4.2

De la clona AFix 11 8.1.4.2 se obtuvieron por digestion con enzimas de restriccion varias subclonas
de difcrentes tamafos que se utilizaron para facilitar la secuendacion del gen contenido en
ella.

Las subclonas se identificaron por andlisis de restriccién e hibridacién de la siguiente
manera:

El fragmento de DNA contenido en AFix 11 8.1.4.2 mide ~14 kpb v se obtiene al digerlr la clona
con Nor| (Caril 1, figura 6A), aunque se obtienen fragmentos menores a 14 kpb al digerirla con
las enzimas de restriccion que se indican en fa figura 6B. La seleccién del fragmento a clonar se
realizo por un ensayo de Southemn blot, transfiriendo el DNA del gel que se muestra en la figura
6B y utlizando como sonda en la hibridacion a un fragmento Fco RI-Hind Il de ~1500 pb conte-
nido en la subclona RB1500, siendo ésta la que estaba mas dirigida hacia el extremo 3 del gen.

Los resuitados del ensayo de Southern blot se muestran en la figura 6C; a partir de ahl se
seleccionaron, para subclonarlos, aguellos fragmentos que hibridaron con RB1500, uno de ~4.3
kpb, resultado de la digestion con &pn | (carril K, figura 6C) v otro de ~9.4 kpb, producto de ia
actividad de Sst1 sobre AFix Il 8.1.4.2 (carrll Ss, figura 6C).

A la clona que contiene el fragmento de ~4.3 kpb, se le denominé RB4000K (figura 6D), ya la
gue contiene el fragmento de ~9.4 kpb se le asigno el nombre de RBI00OS (figura 6E). Primero se
obtuvo la ciona RB4G0OK, la cual se secuencio por sus extremos con el propdsito de conocer su
orientacion y saber si abarcaba hacia el extremo 3" del gen una secuencia mdas alld de la que se
obtuvo con RB1500. La secuencia se compard con la del cONA RRBZay se pudo observar que el
Ultimo exon gue se encuentra en RB4000K sélo llega al nucledtido 998 de RRB2a (el tamario de
RRBZa es de 2.945 kpb).

Posteriormente se obtuvo la subclona RBS000S, se secuencid y se observd que contiene toda fa
region codificante del gen al que se denomind ZmRBR, asi como una region de ~2600 pb
“corriente arriba” del ATG de inicio y parte de la region 3 °-UTR.

La posicién de las subclonas RB400OK y Rb9000S en AFix 1l 8.1.4.2 se muestra en la figura 7 y la secuencia
del gen en la figura 8.
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Figura 6. Clonacion de RB4000K y RB9000S

{A) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % det DNA de las clonas genomicas (1) 8.1.4.2 y(2) 71.4.2, digerido
con Norl. Se indican los tamanos de los brazos del vector AFix 11 (20.02 v 9.11 kpb). La flecha Indica el fragmento
de ~14.0 kpb contenido en AFix 11 8.1.4.2.

(B) Electroforesis en gel de agarosaal 0.8 % de los productos de digestién de la clona gendmica 8.1.4.2 con las
endonucleasas de restriccion: (E) £co R, (K) Kpn 1, (Sp) Spe |, (Ss) Sst 1y (T) Tag |.

(C) Andlisis por Southern blot de las muestras seialadas en (B). La hibridacion se llevé a cabo a 68°C,
utiizando coma sonda la clona RB1500. Las flechas indican los fragmentos seleccionados en los carriles Ky Ss.
(D) Electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % de la clona RB4000K digerida con kon 1.

(E) Electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % de la clona RB000S digerida con Sst|.

(M) Marcador de tamarnic, DNA del fago A digerido con Hindill.

47




oooooooooooooooooooooooooooooooﬂ
|

W’ CARACTERIZACION DEL GEN ZmRBR DE MAIZ

AFix 11 8.1.4.2 (~14 kpb)

ATG TGA
l L - * l N
r | | i I ’l
5 RBY000S 3
Not | Not |
Rb1500 {1.534 kpb)
—
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ECORl  Hind I
RB9000S (~9.5kpb)
ATG 1GA
| F s
5° 3’
Sstl Sstl
RB4000K {4.242kpb)
| g
5° 3
Kpnl Kpn1
—
1 Kpb
Figura 7

Mapa de la posicién en la clona AFix 11 8.1.4.2 de las subclonas que se utilizaron para determinar la secuencla
del gen ZmKBR. Bl mapa se dedujo a pantir de la secuencia presentada en la figura 8.
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-1546 ttgataccaattaaaactcgctaagagggggggggtgaataggegt
-1500 aacttcaaatttacaaactttaagecaactacaagtcagggttagegttagaaataaatee
-1440 gagtccaaaaggagagggaaaccaaatcacccaaagaaatatagoggatgacaagtigat
-1380 ttgttttaccgaggttcggttcttgcaaacctagtccccgttgaggtggtaacaaagacc
-1320 gggtctcectttcaacecctttecctctetcaaacggtcacctagacegagtgagettootte
~-1260 ttaatcaaacgggtcacttagacccctcacaaggaccacacacaacttggtgtctcttgc
-1200 tttgattacaagtgtcttgggaacaggaatgaagagttcagcctgtacagtccctggtgc
-1140 accgaacagteocggtgegocagaccagggttetottogggtttttttgetectttot et
-1080 gaaccctaactttgatcotttttattggtttgtgttgaacettitgeacctatagaacata
-1020 tctagagcaaactagttagtccaattatttgtattgggcatttcaaccaccaaaatcate
-960 tatgaaaaggtttgaccctatttccctttcagtaacgtatgacagtaacggacggtcatc
-900 actataggcaaaatacgcaacegttaggaaaggaatattoggactaaggtcegatetace
-840 acggtctcgccctcggcecagcccggccggcggcgcgcgctcgtgtgacagtcctttatc
-780 cttttctcagcttctcaatagatgcacaaacggtccacctatttaagttgagtgaattgt
-720 cecttgaacttecggtatggtacaaagtacagtacactgtgeattaaagtgaacctetaa
-660. cattgactattattgaatattaatttgggtcaaacceacatttcaacacgttgagcacyt
~-600 tagagagggtgtgtagtgggacggggcatgtggcggttgcacgttgatcgcgtcggagca
-540 cgcggcagtgttgggcgttgtgtgcgggaggcgttgggcgggtcggggccgttgacctcg
-480 acaagggcatggatcgatggagtggtgctttctcgtggcggcacgatgctctctcccggt
-420 ggtccgccgttgattgcgttcgatgtggttgggcggtggctatggacgagtcacacaagg
~360 aagcggatcacatgagcgtggetttegactggtggcgcagegetgacegacgteoggegy
-300 ggtaggatcagtggagteggtgeatgaggaageaaaaaattaatgtttttgatgggettt
~-240 tgccggagagggtgtttttgatggcgcctgagtgatgacaagggatttttaaccccctgg
-180 atgcgattgagttaggaaggtggaggcaaagaaggactggttgtgctgtgtgggagaggt
-120 tgtggatatttttttatgtgcatttagcgttgttttcaagtggatggattaagaagaagg
-§0 gatagagatatagatttatttattttattaatataataatttattaatatagtaaaattt

— 41 TAGATATATACAGATATAGATEGE

+61 BAAMAGTATGATGTTGTTTAATTCGARCAGGAGTGGACTTGTEAGAGCGTGGATCCGCTE

Figura 8. Secuencia del gen ZmRAR contenida en la clona RB9000S

La secuencia comprende 1835 pb “corriente arriba” del ATG y 6878 pb “corrlente abajo” del ATG. La flecha en |a
posiclon +1 indica el sitio de iniclo de la transcripcion, que se ubica a 289 pb arriba del ATG de inicio. Las
reglones 5°-UTR y 3"-UTR se encuentran subrayadas. Los exones se muestran en maydisculas, [os intrones y
la regién promotora (-1 a-1618) se Indican en mindsculas. Los codones ATG y TGA, de iniclo Yy paio respectiva-
mente, asi como el sitio de clonacion Sst) se indican en negritas.
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+121
+181
+241
+301
+361
+421
+481
+54]
+601
+661
+721
+781
+B41
+301
+961
+1021
+1081
+1141
+1201
+1261
+1321
+1381
+1441
+1501
+1561
+1621
+1681
+1741
+1801
+1861
+1921
+15881
+2041

EQﬁIGQIIQGEQQCIGIIEﬁAﬁIQAICEIQQGQaIQGCACGQEGIIIAIIGAG&BACAAI
IEQIIIIIAIICIQACGIICAIIQEGCGGﬁQﬁQAﬁGIIIIIIIICGZQECGBICGEIGAQ
CQI&QQEEQCAQQIIQCGECAEQ1QGQEAﬁﬁiIIIQGIGIGQEQCIQQGCCATGTCTTCG
CAGGACCCTCCGCCGGCGACGAGCACCCAAAAthatacccgccccttctctgctctccc
tgccgtgcgacgccgagtacccaaaccctaactcaacctattttgtgcatctgatctgat
ctaattacaagcgcgtacatgtatcatgcctaccaaattcggttttgctgcaaaagttat
cgagtgtgcataagttcacccatgtcctttcactggatccgcccctgcaattggtcttgg
tttgttggtttgctctgtagtgacggaggtttagggaggaactgacctggttttgttcct
gcattggtacctggacttgcgaatccagcagAAGCAATCGGAGAGTTTGGTAAACCTACT
GGCAGAGGCAAGCAGGtaatgatgctacacaccttcctctcagtctgataatagcaaaac
tgatgctaattaagctactgatacagtgatgtataaétcgtaacagtttagtttgtctat
tggttcataattccacatggtatgataactcttaccaacgttctcatgaaacgccaggTT
CTACCGCAAAGCATATAATGAACTGTTCTCAGGTTTAATTACTGAGTGGGAGCCTGAATC
ATCTACTAATATCCCTGACTATATGCTTTTTGGGTGGCATCTCTTCCTTAACCTTCGTTT
GAGATCACCAGAATTGTTCAAGGACCTGGTGTCCTGCATCCATGGATTAGTTGCTGTATT
Ggtcagtttgettatticcteotttectttytttcattatggattte tggacttiggetge
tttagtgctgtgagctgctgcttgtgtttttaattgatcacgaaaccgcttactgcaatg
cagGCCATACTATTGGTTCACGTGCCAGCTAAATTCAGAACCTTCACGATTGAAGGCTCT
TCTCACTTAagtaattcttccttctgaatctattttttaatttattcatttagcaaatgg
ccgaattcagATCAAACAAACTGAGAAAGGTGTGGATCTTATTGCTTCTTTATGTCATAA
TTATCATACCTCTGAAGAATGTTTGAAAGAAATGATGGACAAGTCTCACAAGGCAATAGA
AGAAGTTTTCAGTATGAAAGCACTAAGTGCTTCAGAGTGCAAAACAGAGAATTTGGATAA
GATAGACACAggcatggaacccttcctcacatgtttgtgcatgcaaaécctagttatggt
tatgctgcatactttaattagctgaattgttatgccaatattctgttccagGATCGCCTG
ATGTATTTCAAAGGTCTCATTGATATGGAGTGTTTCCAGTCAAATCTGGAAAAAATTGAG
AAACTATGTAATTCTAATAACTGTGAAGCGGAGCTTGATTTTAAATTAATTTTAACCAAT
AATGATTATATTCCCTGTGCCGAGAATTTGTCGAGGGATTCCACTAATTTAGGATGTTCA
AAthatccggaatggttcataaatttcagtacgctgaatttcttttttcagattatatt
aatcgattccccccccccccccttttggcagTGTGCCTTTGAAACATTGGCATCTCCCAG
AAAGACAATAAAGAACATGTTGACTGTTCCTAGTTCCCCTTTGTCACCCACCAACGGGTG
TTCAGTCAAGATTGTGCAAATGACACCAATAACTTCTGCCATGACGACAGCTAAGTGGCT
TCGTGAGGTGATATCTTCATTGCCAGAGAAGCCTTCATCTAAGCTTCAGCAGTTGATGTC
ATCATGCGATAGAGATTTGACATATGCCGTCACAGAAAGGGTCAGCATAGTTCTGGAAGC

Continuacion de la figura 8
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+2101
+2161
+2221
+2281
+2341
+2401
+2461
+2521
+2581
+2641
+2701
+2761
+2B21
+2881
+2941
+3001
+3061
+3121
+3181
+3241
+3301
+3361
+3421
+3481
+3541
+3601
+3661
+3721
+3781
+3841
+3901
+3961
+4021

ARTTTTTCCAACCAAGTCTTCTGCTGATCGGGATEGCTCATTAGGCCTCAATTGCGCAAR
TGCCTTTGATACTCTATGGGCAGA?GCCAGAAAAATGGAGGCTTCCAAGTTGTACTATAG
GGTATTAGAGGCAATCTGCAGAGCTGAGTTACAAAACAGCAATGTAAACAATCTAACTCC
ATTGCTGTCARATGAGCGTTTTCACCGATGTTTGAT TGCATG T TCAGCGGACGTAGTATT
GGCGACACATAAGACGGTCATCATGATGTTTCCTGC TG TTC TTGAGAGTGCTGETCTAAC
CTCATTTGATTTGAGCAAAATAATTGAGAACTTTGTGAGACATGAAGAGACCCTCCCAAG
AGAATTGAAAAGACACCTAAATTCCTTAGAAGAACAAATTTTGGAAAGCATGGCATGGGA
GARAGGTTCATCATTGTATARCTCACTGAT TG TTGCCAGECCATC TGTTGCTTCAGAAAT
TAATCGCTTTGGTCTTCTGGCTGAATCAATGCCATCTCTTGATGACTTAGTGGCAAGGCA
GAATATTCATATTGAGGGCTTGCCTGCTACACCATCTAAAAAACGTGCTGCTGGTCGAGG
Taatttgctactcagccttaagtctgatgtttcacatttagtctataggtagccgtcatt
ctattcagtgagttggLaactataattgttgtcgctgctattttatcagcagaagcttca
atgaaatgagttcagtattagcattacgtcctggaggttaagattatttttatttattgc
tgaaaggcaaaaaaagtaaagggtaatgcagttgaaaattatggecagcaaagatgaaaa
tcagccttagtaatgtgaaacttctgcaccgatgaaacttcactgaatttgtttgttttt
agcagtacaaatgtgcaatgtattcttagcaaatgtacaatgtattagtgtaatgcatgg
tccttgtcatttattagtgcagaaggtaaatgaactcaagttgtggtccaggatatattt
tcctttatatcaactgtgttattgttttatagaactgactttttgaacaagaaatttatg
acgatatgatgcccttccaattgaacaccatctaaaaatttgaaggttcaataactttaa
agattaaactgcaatccttttgaaacaagtaattctatttggactcctttggtcctttta
gcttctgggctctactctctggtttattcatcacatgtttcttgcagacGACAATGCTGA
TCCTCGATCACCAAAGAGACCATGCAATGAATCTAGGAGCCCAGTAGTAGAACACAATTT
GCAGACACCTCCACCCAAGCAATGCCACATGGTGTTGACTAGTTTGAAAGCAAAATGCCA
TCCACTCCAGTCCACATTTGCAaggttagtcacccgtttcagttgcactagtatttacgc
attctatttctgttaacgaaacagaaataacactttaccatLtatctattttgcAGTCCA
ACTGTCAGTAATCCTGTTGGTGGGAACGAAAAATGTGCTGACGTGACAATTCAGATATTC
TTTTCCAAAgtatggattttctcataatcagaacttcacctttatgatttatctcctttc
ctaaagttttaattttgacctataatttcttcagATTCTGAAGTTAGCTGCTATTAGAAT
ARGAARCTTGTGTGAAAGGATTCAATATATGGAACAGACAGAGCGTGTCTATAATGTCTT
CARGCAGATTCTTGATCAACAGACAACATTATTTTTTAATAGACACATCGATCAACTTAT
TCTTTGCTGTCTTTATGGTGTTGCAAAGQtatcgtttacactatttaatgagcatcctgt
catfacttccctttatctaggetggttgatcatgocttobetgacagGTTTGCCAATTAG
AACTCTCATTCAGGGAGATACTCAACAATTACAAAAAAGAAGCACAATGCAAACCAGAAG

Continuacion de la figura 8
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+4081
+4141
+4201
+4261
+4321
+4381
+4441
+4501
+4561
+462]
+4681
+4741
+4801
+4861
+4921
+49681
+5041
+5101
+5161
+5221
+5281
+5341
+5401
+5461

+5521
+5581

+5641

+5701

+5761
+5821
+5881
+5841
+6001

TTTTTTTAAGCATCTATATTGGAAGTAGGAATCATAATGGGgtatgtatctaggetteta
tatt:gcactcacattctg&cagttcttcattggttgggtgctccctattgcttctttcc
tgaaagttatttottatcaacagGTATTAATATCACGCCATGTTGATATCATTACTTTTT
ACAATGAGGTCTTTGTTCCAGCAGCCARGCCTT TCC TGGTGTCAT TAATATCATCTGGTA
CTCGTCCAGAAGACAAGAAGAATGCTAGTggtatatgotatadccacttbeteagttga
actgctatttettttoctatgagteaatgatgteattactottget taGGCCAAGTTCOT
GGATCACCGARGCTATCTCCTTTCCCAAATTTACCAGATATETCCCCAMAGARAGTTTCA
GCTTCTCATAATGTATATGTGTCTCCTTTGCGGCAAACCAAGQtttttttctggttCttt
getrttotttoittatatittetettaagataactcataatactccaatotgtiotggta
aagtagtaaggttatcaataatetttcagattaatatggcatatgectgtttaaatteta
cagcacagcatgtgccaacaacagcatcaatgacaaagctgttgagtcccaagcttgggg
taggctagaggtgaagtctcccaagagccataacacagtagtgtatcgcttcgatgatta
tcaagaatttttctagtccactccttacatttcattaaatgctcgaaaaaattcctgaga
attgaga:ggagcattatctaagttccttagggtaccttttgatactacagcttgtcacg
acatttcgttttgttgtaatttatttgaagactagtcaacgctgctatgagggtgggtgg
tactgcatccaccttattgtccacttcatatcataatagtaatgctgtcgaatcatcaac
acttaactctttactgcgttcctttttccaataacacattcctctatgccacttatcagA
TGGATTTACTGCTGTCACCAAGTTCCAGGAGT I TTTATGCATGCATTGETGAAGGCACCC
ATGCTTATCAGAGCCCATCTAAAGATTTGGCTGCTATAAATAGCCGCCTAAATTATgtat
gaatctcaaaacgacacﬁttcttttgtacatcatgatttcatgtccacaacactaattta
taccactoegtiteatgttaaatttgeaghAATGGTCGGAGAGTAAACAGTCGATTAALACT
TTGACATGGETGAGCGACTCAGTGGTAGC TGGTAGTCTAGGCCAGCCAAATGGTECTTCTA
CTTCCTTGGATCCTGCAGCTGCATTTAGCCCCCTTTCAAAGAGAAAGCCAGATACTIQAT

CITTATAGGCAGAACTGTTTIAAATTACT I TGAGGGTT TATCACCATTTCCCTGCTGATT

GAACATEITTTAGATTGTAACAT CTGCTT TG TAGAATGCTAATGAATCTTTAGT I TCAG
TGGGTTCACAT TACARATCCTTATCCIAGTIGGCTGGT TG TTREGAGACATTCATCAAGD

TTATAT TTGCTCGTCARA T AGTACTGTAC T TGAT T CATATC T TTCATATT T T TCACTAGC

A A AR I A BACATA AC'A A 3 APe
2 OALLELARGI e 2 b B 1B OO0 4 Ll TCAC AN BLGGLAA

TAMAC AT I TGACCT I T ATATTCTCAT T T TARG TACT TTC TCTAT TTC TGO TACTTTT

GTACTGTGTATTTCCAGCTTCTCCACCAGACTGAT TG TTAGAGTGTATGCTCCTATATTA
TCCATE T AL TG T AAATGCGCTGCTAGCCCAT I AGGGTTAGGGTTCCCCTGGGTCTATAT

Continuacton de la figura 8
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+6061 TAT GT T

+6121  IATTCAGIGGGCTGCAMAGTGATTTGACATACGETGCCTTATCCTTCAGGTATGTCTCAT
+6181
+6241
+6301
+6361
+6421
+6481
+6541
+6601
+6661
+6721
+6781
+6841
+6501
+6961
+7021
+7081
+7141

Continuacion de la figura 8
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4.2 Determinacién de la pertenencia del gen ZmRBR a una familla multigénica

Dados los antecedentes de la existencia de mas un cDNA para proteinas RBR de maiz y con el
propdsito de determinar si el gen ZmRAR pertenece a una familia multigénica, se llevaron a
cabo estudios de Southern blot.

La integridad del DNA gendmico extraido v su digestion con varias enzimas de restriccion se
verificd en un gel de agarosa en donde se cargaron alicuotas de DNA genomico sin digerir vy
digerido con las endonucleasas de restriccidn que se indican en la Figura 9.

23.13-
9.42.
6.56-
4.36~
1.3~
2.03~

0.56-

Figura 9. DNA genomico de maiz sin digerir y digerido
con varias endonucleasas de restriccléon

Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%, de alicuotas de DNA gendmico de maiz sin digerir (carril SD) y
digerido con Barm Hi (carril B), £coRlI (carrl E), Aind il (carrll H)y Sst1 (carril $). Marcador de tamafio, DNA del
fago A digerido con Hind Il {M). En cada carril se cargaron 5 g de DNA,

Se puede observar la integridad del DNA gendmico (carril SD), asi como el barrido tipico del
DNA gendmico digerido con enzimas de restriccion (carriles B a S).

En los ensayos de Southern blot se utilizaron 20 ug de DNA gendmico digerido con cada una
de las enzimas Indicadas y la membrana se hibridé a alta astringencla utilizando como sonda un
fragmento £co Rl -Hind ll, de 1537 pb, contenido en la subclona RB1500.

En la figura 10 se muestran los resultados de tales experimentos y en ella también se muestra
un mapa dei gen, en el que se indican las posiciones de los sitios de restriccion de cada una de las
enzimas con las que se digirid el DNA, asi como la ubicacién de RB1500.
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Figura 10. Andlisis por Southern blot de DNA genémico de maiz

EI DNA gendmico que se extrajo a partir de ejes embrionarios, se digirio con BamHi (carril B), £coRI (carril E),
Hind i {carril H)y Sst1 {carril S). En cada carril se cargaron 20 g de DNA digerido con las enzimas indicadas.
€ DNA se transfirid a una membrana, la cual se hibridd a 68°C, utilizando como sonda a RB1500, un fragmento
EcoRI-Hindll de 1534 pb contenido en laclonaAFix 11 8.1.4.2. n la parte inferior de la figura se muestra el mapade
restriccion obtenido a partir de la secuencia conocida del gen, con las posiciones de corte para cada una de las
endonucleasas con las que se digirid el DNA. La flecha indica el fragmento de ~790 pb en el carril H.
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En ef carril B se corrieron las muestras de DNA genomico digerido con Bam Hi y se observan
dos bandas de hibridacién, una de ~4.8 kpb y otra menos intensa, de ~2.3 kpb. La sonda
RB1500 hibridaria con el fragmento de ~4.8 kpb, uno de los fragmentos que resuttan de la
digestion del gen ZmRBR con Bam HI, por lo gue la presencia de la banda de ~4.8 kpb en el
carril B debe corresponder posiblemente a esta sefial de hibridacion. De acuerdo con el mapa
de restriccién del gen que se muestra en {a parte inferior de la figura, RB1500 no hibridaria con
un fragmento de ~2.3 kpb, por lo que la presencia de una banda de este tamafo podria
deberse a la hibridacion con un fragmento Bam Hi-Bam M, producto de la digestion de un gen
relacionado al que se aislo.

En el carrit E, en el que se corri6 el DNA digerido con Fco Rl, aparecen dos bandas de
intensidad similar, cuyos tamanos varian entre 6.0 v 8.0 kpb; La clona RB1500 utilizada como
sonda en estos ensayos, contlene un fragmento de 1534 pb entre los sitios £co Rl y Hind Il de
la clona genodmica, v detecta dos bandas, una de ~6.0 y otra de ~8.0 kpb, consistente con la
existencia de dos genes relacionados.

En el carril H el DNA fue digerido con Hind It y se observa la presencia de dos bandas de
hibridacién, la primera mas intensa, de ~6.5 kpb v la segunda menos pronunciada, de ~800
kpb. ésta Ultima debe corresponder a la hidridacién de RB1500 con el fragmento Hing W-Hind
Ill, de ~800 pb, que se muestra en el mapa de restriccion del gen (parte inferior de la figura 10).
La banda de ~6.5 kpb debe corresponder a la hibridacion de la sonda con la reglon 5 con
respecto al sitlo Hind Il 1730.

Finalmente, en el carril S se observan dos bandas de hibridacion al digerir el DNA con Sst1, cuyos
tamanos se encuentran entre 9.0 y 9.5 kpb. En la restriccién de la clona gendmica con Sst | se
identifica el fragmento de ~9.5 kpb, el cual contiene casl completa ia secuencla del gen ZmRBR
(figura 68, carril Ss), por lo que la banda del mismo tamario, proveniente del DNA genomico, podria
corresponder a' ZmRBRY la de ~9.0 kpb a un gen muy relaclonado.

En resumen, los resultados obtenidos sugieren la existencia de al menos dos genes que
codifiquen la(s) proteinals) RBR en maiz, consistente con los reportes sobre cDNAS alslados en
bibliclecas de expresion (Ach et al., 1967a).

Ensayos de Southern blot a baja astringencia revelarian si se trata de una familia multigénica
cuyos miembros esten altamente relacionados y uno de ios cuales serla ZmRBR,
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4.3 Andlisis de la region codificante del gen ZmRBR

La secuencia del gen se compard con las secuencias de cDINAs reportados en maiz: ZmRb7(X98923),
RRET (AFO07793), RRBZa (AF007794) y RRB2b (AF00795), con el objetivo de definir los exones e
intrones en el gen. A partir de la secuencia traducible de ZmRAR se dedujo la secuencia de
aminodacidos que codificaria a este gen y que se presenta en la Figura 11. £l producto putativo de
ZmRBR es una proteina de 867 aminoécidos, en la que se identificaron los dominios A v B
caracteristicos de las proteinas «bolsillo» por comparacién de la secuencia con la de otras protei-
nas tipo Rb de animales, asi como 18 sitios potenciales de fosforilacion similares a los que se
encuentran en fa pRb de humano y el residuo de cisteina equivalente a la cisteina 706 en la
proteina de humano.

La secuencia de la proteina se aline6 con la de otras proteinas tipo Rb de animales en los
dominios A 'y B: pRb (M33647) y p130 (Q0O8999) de humano, Rb de ratén (A33718), Rb de Aenopus
(A44879) y con la proteina RBF de D.melanogaster (X96975) (figura 12). La identidad de ZmRBR en los
dos dominios es de ~30% con estas proteinas; en los dominios amino y carboxilo la identidad es
menor.

ta secuencia de la proteina ZmRBR se alined también con las secuencias de las proteinas
deducidas a partir de los cDNAs RRB7, ZmRb1, RRB2by RRBZ2a (figura 13). La identidad de ZmRBR
con cada una de las proteinas RBR de maiz se muestra en la tabla 2.

1 MSSQDPPPATSTQKKQSESLVNLLAEASRFYRKAYNELFSGLITEWEPES

51 STNIPDYMLFGWHLFLNLRLRSPELFKDLVSCIHGLVAVLAILLVHVPAK
101 FRTFTIEGSSHLIKQTEKGVDLIASLCHNYHTSEECLKEMMDKSHKAIEE
151 VFSMKALSASECKTENLDKIDTDRLMYFKGLIDMECFQSNLEKIEKLCNS
201 NNCEAELDFKLILTNNDYIPCAENLSRDSTNLGCSKCAFETLASPRKTIK
251 NMLTVPSSPLSPTNGCSVKIVQMTPITSAMTTAKWLREVISSLPEKPSSK
301 [LQQLMSSCDRDLTYAVTERVSIVLEAIFPTKSSADRGGSLGLNCANAFDT| 4
351 | LWADARKMEASKLYYRVLEAICRAELQNSNVNNLTPLLSNERFHRCLIAC
407 |SADVVLATHKTVIMMFPAVLESAGLTSFDLSKIIENFVRHEETLPRELKR
451 |HLNSLEEQILESMAWEKGSSLYNSLIVARPSVASEINRIGLLAESMPSLD
501 DLVARQNIHIEGLPATPSKKRAAGRDDNADPRS PKRPCNESRS PVVEHNL
551 QIPPPKQCHMVITSLKAKCHPLQSTFASPTVSNPVIGGNEKCADVTIQIFF
601 [SKILKLAAIRIRNLCERIQYMEQTERVYNVFKQILDQQTTLFFNRHIDOL| B
651 [ILOCLYGVAKYCQLELSFREILNNYKKEAQCKPEVFLSIYIGSRNHNGVL
701 |LISRHVDUTFYNEVFVPAAKPHIVSLISSGTRPEDKKNASGQVPGSPKL
751 SPFPNLPDMSPKKVSASHNVYVSPLRQTKMDLLLSPSSRSFYACIGEGTH
801 AYQSPSKDLAAINSRLNYNGRRVNSRLNFDMYSDSYVAGSLGQPNGGSTS
851  LDPAAAFSPLSKRKPDT

Figura 11. Secuencia de la proteina ZmRBR deducida a partir de
los exones traducibles del gen ZmRBR

El producto putativo de ZmRER es una proteina de 867 aminoacidos. Los "bolsillos” se indican con las
letras A v B. Los sitios potenclales de fosforilacion (S/TP) se muestran en negritas y subrayados. La
sefal potencial bipartita de localizacion nuclear se muestra subrayada. ta cisteina encerrada en el
circule gris (aa 653) corresponde al residuo que se conserva en las proteinas Rb de eucariotes.
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BOLSILLO A
10 20 30 40 50 60
I | | | i i
EmBEBER TPITSAMTTAKWLREVISSLPEKPSSKLOQOLMSSCDORDLTYAVTERVSIVEATIFPTKSSA
Rbl TPVRTVMNTIQOIMMI LNSASDQPSENLISYFNNCTVNPFKES ILKRVRKDIGY IFREKFA~
P30 TPVSTATHSLSRLHTMLTGLRNAPSEKLEQILRTCSRDPTOAIANRLKEMFE I YSQHFQP
Rbratén TPVRTVMNTIQQIMVILNSASDQPSENLISYFNNCTVNPKEN I LKRVKDVGHIFKEKFA-
RbEn TPVRGAMNTVQQLMVTLSSANDKPPDTLDSYFSNCTVNPKTKITDRIEHFGHVFKEKFA-
RBF EPVRNATNNVKQLSAF~-GRITEPTD----FVKQAGEEVIAKLLSIIEEIEQKFLAKYPS
10 80 90 100 110 120
i i ] | I |
ZmRBR DRGGSLGLNCANAFDTLWADARKMEASKLYYRVLEAICRACLONSNVNNLTPLLSNQ-~~
1.3 | “K-=-AVGRGCVEI~===~ GSQRYKLGVRLYYRVMESMLKSEEERLS IQNFSKLLNDN-==~
p130 DE--DFSNCAKEI----- ASKHFRFAEMLYYKVLESVIEQEQKRLGDMDLSGLLEQD-—-
Bbratén -N-~AVGQGCVDI----- GVQRYKLGVRLYYRVMESHMLESEEERLS IONFSKLINDN-—-
EbXn ~§=-=8VGQACAEL~~—~-~ GYQRYKLGVCLYYRVMEAI LKTEEERLSVHNFSKLLNND-—-
RBF b A ARKSRFQLAKSFFFYLLDQILOAERIRNKPDIDLKRLLVOKVSL
130 140 150 160 170 180
| | t j | i
PrHBER ~RFHRCCINCSADDLATHKIV-———~————=== IMFPAVLESAGLTSFDLSKIIENFVRH
bl -1 FHMSLLACALEVVMATYSRSTSQ-NLDSGTDLS FEHIINVLNLKAFDFYKVIESFIKA
p130 -AFHRSLLACCLEVVTFSYKPPG-—~—————=——— NFPFITEIFDVPLYHFYKVIEVFIRA
Bbratdn - IFHMSLLACALEVVMATYSRSTLO-HLDSGTDLSFEJILNVLNLEAFDFYKVIESFIKV
BhXn -1FHICLLRCAVEVVVASYARNASQAYCSSGTNLSFPILRAFEIKAFDEYKVIECFIKA
RBF VIFNITLMRACCVELVLERYKTE--———-—————— LRFPIVLDCFSISAFEFQKIIEIVVRH
190 200 210 220
I ! I I
EmRER ~—-EETLPRELKRHLNSLEEQILESMAT'EKGSSLYNSLIVARPSV
Ebl -—-EGNLTREMIKHLERCEHR IMESLA LSDSPLFDLIKQSKDRE
p130 ---EDGLCREVVKHLNQIEEQILDHLA KPESPLWEKIRDNENRV
Bbratén ~~=FANLTREMIKHLERCEHRIMESLAILSDSPLEDLIKQSKDGE
RbXn -—-EPSLTSKMIKYLERCEHQIMECLALQSDSPLFDLIKQOTRERE
RBF GSHEGCLNRSLIKHLNSIEETCLERLAARNSTVIWEMIASAQLPL

Figura 12. Contingda...

Alineamiento de las secuenclas de los dominios A y B de ZmRBR con proteinas tipo Rb de animales: pRB
{Friend et al., 1987) y p130 (Mayol et al., 1993} de humano, Rb de ratdn (Bernards et al., 1989), Rb de Xenopus
(Xn) {Destree et al., 1992) v la proteina RBF de D. melanogaster(Du et al., 1996). Los aminoécidos idénticos se
muestran en color rojo. Con un asterisco se Indica el residuo de cdisteina correspondiente ala C706 de pRb de
humano y que se conserva en las protefnas tipo Rb de animales reportadas hastala fecha. B alineamiento se
llevts a cabo utifizando el algoritmo Multalin (Corpet, F., 1988).
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DRHLDQIMMCSHYGICKVKNI-DLEFRIIVIAYKDLPHAAQETFKRVLI-———- RE-—-F
DRELDOYMMCSMYGICKAKNI-DLRFET IVTAYRGLTNTNQETFKHVLI -~~~ RD~-~G
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ur
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| I
RHVDIITFYNEVFVPAAKPF--
EYDSIIVFYNSVFMQRLKTNIL
SG3SDSRSHONSPTELNKDRTS
EFDSIIVEYNSVEFMQRLKTNIL
QHDSIIVFYNLVFMORLKSHIL
KVRDIIHEYNHTYVPLMRQFVI

Continuacion de la Figura 12
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Figura 13. Continta...

Alineamiento de la secuencia de 1a proteina deducida a partir de los exones traducibles del gen ZmRBR, con
las secuendas de las proteinas deduddas a partir de los cDNAs RRBYT, ZmRb1, RRB2by RREZ2a. |Los aminodcidos
que son diferentes se muestran en nedritas e ithlicas hasta el aminodcido 255, y en adelante, en color distinto
al del blogue en el que se encuentran. Las lineas punteadas Indican que no hay secuencia reportadaenesa
regién, ya que ZmRbl, RREZay RRB2b son cDNAs pardales. E alineamiente se llevd a cabo utilizando el
algoritmo Multalin (Corpet, F., 1988).
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. Continuacién de la Figura 13
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Continuacién de la Figura 13

62



|

|

Ny RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.4 Andlisis de 1a regién 3'-UTR del gen ZmRrBR

Al obtener la region codificante de gen ZmRBR como se describlé en el inclso anterior, se’
identificé el codén de terminacion TGA en el mismo marco de lectura. La secuencia comprendi-

da entre el TGA y el sltio de clonacidn Sst1 se considerd como la regién 3°-UTR y se alined con

la region 3°-UTR de los cDNAs ZmRb1, RRBI, RRBa y RRBZ6 (Figura 14).

Como se senald en el capitulo de Antecedentes, existen dos cCDNAs RRE2 RRBZ2ay RREZ2b cuyas
secuencias solo se conocen de manera pardal, debido a que son clonas truncadas hadia la region
amino terminal. Dos regiones del transcrito RRA2a sufrieron corte de Intrones y empaime de exones
alternativo para dar origen al transcrito RRB26. Uno de los eventos de corte y empalme ocurre dentro
de la region codificante, dando como resultado proteinas con un extremo —COOH terminal diferen
te, el otro ocurre en la regidn 3-UTR {Ach et al., 1997a).

la identidad de la region 3 °-UTR del gen ZmRBR es del 97% con RRB2b, del 93%-97% con
RRBZay del B3%-88% con RRETy con ZmRbI. Estos datos v los de % de Identidad de la region
codificante se resumen en la Tabla 2.

Los resultados de S. blot sugieren que en el genoma de maiz existe mas de un gen RER El
hecho de que ZmRBR no tenga una Identidad del 100% en su region codificante y 3'-UTR con
ninguno de los cCDNAs de maiz reportados, sugiere la posibifidad de que sea un gen diferente,
aunque muy relacionado, a los que codificarian las proteinas RRB1,RRB2 y ZmRb1.

REGION CODIFICANTE (aa) REGION 3-UTR ( nt )
% Identidad | % Homologia |- % Identidad % Homologia
RRB1 88 g2 83-88 B3-88
ZmRb1 89 92 83-88 83-88
RREZa 97 97 93-97 93-97
RRB2b 08 68 97 97
Tabla 2

Se muestra el % de identidad y homologla de la reglén codificante v de la 3°-UTR delgen 3 U mR R con las
correspondientes reglones codificantes y 3 °-UTR de los diferentes cDNAs &R de majz.

63




X NN NN NNENNNNNMNNNNNNNNNNMNNN NN NN NN J

i
K ! ¥
N CARACTERIZACION DEL GEN ZmRBR DE MAIZ

2710 2720 2730 2740 2750 2760

i | I | ' {

BrRER PGATCAAATATAAATGGCGATCTCTCTCGTATATAGCTCACAG=— === CTCCERAGCA
RrRbl TGATCARTTATARATGGTGGCCTCTCTCGTATATAGC TCACAGRATCCGTGCTCCGTAGCA
raB1 TGATCAATTATAAATGGTGGCCTCTCTCGTATATAGCTCACAGAPCCERECTCCETAGCA
RRB2a TGATCAAATATARATEGCGATCTCICTCGTATATAGCTCACAG= = ———- CTCCATAGCGA
m P ——— ke el iy ik ke e AL R Y A A AL e e S A L A e R S "
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BrRER GTCTATTCTTCTGARTAAGTGGGTTC-CTGGAGTGAT TTAACTGTACATGTATGTGTTAG
2nftbl GTCTATTC T TCTGAATAAGTGGATTARC TGGAGCGATTTAACTGTACATGTATGTGTTAG
ARB1 GTCTATTCTICTGAATAAGTGGATTARCTGGAGCGATTTAACTGTACATGTATGTGTTAG
RRE2a GTCTATTCTTCTGAATAAGTGGGTTERACTGGAGTGATTTAACTGTACATGTATGTGTTAG
RRB2D  —==m=mmmmmmm e e e
2830 2840 2850 2860 2870 2880
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BmRBR TGAGAACCAGCAGTTTATAGGCAG==-AACTGTT T TAAATTACE TTEAGGETT === TARCC
2mibhl TGAGAAGCAGCAGTTTTTAGGCAGCARACTGTTTCAAGTTACCT TSR GRECT -0 TCACC
”RB1 TGAGAAGCAGCAGTTTTTAGGCAGCAAACTGT TTCAAGTTAGCTTERGAGC T~ ~ATCACC
REB2a TGAGAACCAGCAGTTTATAGGCAGCARACTGT TTTAAAT TAGET TRGAGGTTERATCACC
OREZH = ————-- e VO
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t [ [ | I I

PER CTTTCCCTGCTGATTGAACATATTTTAGAT TGTAACATCTGCT TTGTAGARTGCTAATGA
BnRb1 ATTTCECTGCTGATTGAACATAT === mmmmmmmmm e CCGCTETGTAGAGTGCTAATGA
REBl ATTTCECTGCTGATTCGARCATAT ~~ e mmm e e e CCOGCTETGTAGAGTGCTAATGA
RRBZ2a ATTTCCCTGCTGATTGARCATATTTTAGATTGTAACATCTGCTTTGTAGAATGCTAATGA
REB2H - - e e e e e e e e e e e e e e e e e - ———
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ZoRER ATCTTTAGTTTTCAGTGGGTTGACATTACAARTCCTTATCCTAGTTGGCTGGTTGTTGGE
fssriizi-v 4 ATCTTIAGTTTTCATTGGGCTGACATAACARATCETTATCCTAGTTGGCTGGTTGTTGGG
RRB1 ATCTTTAGTTTTCARTGGGCTGACATAACAAATCE T TATCCTAGTTGGCTGGTTGTTGGG
ARB2 ATCTTTAGTTTTCAGTGGGTTGACATTAARAATCCT TATCCTAGTTGGCTGGTTGTTGGE
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2rAER AGACATTCATCAAGGTTATATTTGGTCGTCAAATAGTACTGTACTTGATTCATATCTTTC
Zombl AGGCATTCATCAGGGTTATATTTIGG TG TCAAAAAGTACTGTACTTRAATTCACATCTTTC
RRB1 AGGCATTCATCAGGGTTATATTTGGTEGTCAARRAGTACTGTACTTAATTCACATCTTTC
RRB2a AGACATTCATCAAGGTTATATTTGGTCGTCABATAGTACTGTACTTGAT TCATATCTTTC
RRB2B R c————- — S
3070 3080 3690 3100 3110 1120

| i [ | f {

ZomER ATATTTTTCACTAGCGTTGGCAACCGTAAATTGCTTTCCTGACTAGGARCATATTCTTCA
BnEbl ACATTTTTCACTAGCARTAGCAGCCCCARATTGCTTTCCTGACTAGGARCATATTCTTEA
RRB1 ACATTTTTCACTAGCAATAGCAGCCCCARATTGCTTTCCTGACTAGGAACATATTCTTTA
REB2a ATATTTTTCACTAGCGTTGGCAACCGTARATTGCTTTCCTGACTAGGAACATATTCTTCA
BRBID mmmmmm e o o e

Figura 14, Continua.

Allneamiento de la secuencia 3'-UTR del gen ZmRBR con la secuencia 3 '-UTR de los cONAs ZmRbi, RRBT,
RRB2a v RRB2b . El alineamiento se llewd a cabo utilizando el algaritmo Multalin (Corpet, F., 1988}. Los aminocacidos
diferentes se muestran en negritas
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CAAGTAT====== GGCARCTCTAAACTATTTGA=-=-CCTTTTATATTCTCATT TTTAAGT
CAGGTATRRMECARGCCAACT CTARACTATATGARSCCRTTTTATATTCTCATTTTTAAGT
CABGTATRRARCARGCCAACTCTARACTATATGANTCCRTTTTATATTCTCATTTTTAAGT
CARGTAT ===~~~ GGCAACTCTARACTATTITGA~--CCTTTTATATTCTCATTTTTAAGT
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| | | | | |
ACTTTCTCTATTTCTGCTACTTTTGTACTGTGTATT-CCAGCTTCTCCACCAGACTGATT
ACTT~CTCTGTTTCTGCTACTTTTGTACTGTATATTRCCAGCTTCTCCARCAGACTGAT—
ACTT=CTCTETTTCTGCTACTTTTGTACTGTATATTYCCAGCTTCTCCARCAGACTGAT»
ACTTTCTCTATTTCTGCTACTTTTGTACTGTGTATTRCCAGCTTICTCCACCAGACTGATT
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GTTAGAGTGTATGCTCCTATATTATCCATGTATGTGTAAATGGGCTGCTAGCCCATTAGS
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GTTAGGBTTCCCCTGGGTCTATATATGTAACCACCCTCTATGCAATAGAATTTGAATATC
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ADGTTTCTATCACTAATGATTCCATATTCAGTGGGCTGCABNGTGATTTGACAYRLCGTG
----------------- GATCCCATATTCAGTGEGCTGCAA-GTGATTTGACCARARGTG
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A-GTTTCTATCACTAATGATTCCATATTCAGTGGGCTGCAA-GTGATTTGAC~RTRCGTG
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CCTTATCCTTCAGGTATCTCTCATCTTGACT »+——r—~ ~-TCATTGCTT I'IGBAATGLETA
GCTTATCCTTCAGGT ATGTC T CATGT TG R RACT T CASTFECTAATTGCTTTTGTAATGGTA
GCTTATCCTTCAGGTATGTCTCATG T TETGRCTPCATTCCTEATTGCTT TTGTAATGGTA
CCTTATCCTTCAGGTATGTCTCATGTTGACT =TTGCTTTTGTRATGGTA
——————————————— ATGTCTCATGTTGACT == e = e e e na I TCCTTTTGTARTGGTA
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CTGTBGGCTTCATTGCTGGAATGCTGETTATAATCAACCTT PACTGCTCTATATTGTTCT
CTGTTGABTTCATITCTG -~ =~ TTACAATCABCCTTTACTGCTETATATTGTTCT
CTGTTGRBTTCATTRCTGG -~ = TTACARTCABCCTTTACTGCTETATATTGTTCT
CTOTTGGCTTCATTGCTCGAATGCTGGTTATARTCAACCTTTACTGC TCTATATTGTTCT
CTGTTGGCTTCATTGC TGGAATGCTGGT TATAATCAACCTTTACTGCTCTATATTGTTCT
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TTT=w=TTTGGTTTCCACAACCAGGGTGGTTGGTTTTCTGAATCAATCAATCCATTTCCT
ACTARE TTTGGCTTGCACABCCAGGREGRT TGGTTTTCTGCATCAATCAATCETTTTE -~
ACTARETTTGGOTTGCACRABCCAGGREGATTGGTTTTCTGCATCAATCAATCERTTTE -~
TTT=--~TTTGGTTTGCACAACCAGGGTGGTTGGTTTTCTGAATCAATCAATCCATTTCCT
TTT===TTTGCGTTTCCACAACCAGSGTGGETTGG T TTTCTGAATCAATCARTCCATTTCCT

Continuacion de la Figura 14
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GTATTGACCEAGAGCATCCACCTTRCCTTCTGGTATCAACTGAATGAGZTGCCGACACEG
GTATTGACCAAGAGCATCCACCTTGCCTTATGGTACTAACTGAATGAGCTGGEGACGLES
GTATTGACCAAGAGCATCCACCTTEGCCTTATGGTACTAACTGAATGAGCTGETGACECTG
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ACCCATCTCCECATRATGECAGTTAGCRGTEGCTGEAGAATCACATGCTTACATCTTTA
ACTCATCTGCATARIGSCASATGCT TARC CATCTTTA
ACPCATCTGCATAATGECABATCCTTANC - CATCTTTA
- AEATGETTAGE-~ RATCTTTA

TERC -CATCTTITA

Conttnuacién de la Figura 14
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AGTGTTGGRTTGCAGTCATGCGGTCCT TARGTC TCGGAGAAGGCGAGAAGTCATTGCTGL
AGTGTTGEGTTGCAGTCATGCGGTCCTTAAGT CTCGEACARGGCGAGARGTCATTECTGC
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TAGCATTGTGATCGICGGCCICAAR STAATCANARAGTGAGRAGCTACTT-GT TCCTAGC
CAGCATTGTCATCGTCAGGCACAGAAGTRCTCAMN=GTGAGAGCTNCTT-GT TECBAGE
CAGCATTGIG=TCGTCAGACACAGRAGTECTCAARA~GTGAGAGCTACTTTGT TGCGRGC
PAGCATTGTCATCG TCGGCCACGAAAGTARTCAMANAGTGAGAGCTACTT«GTTCCTAGC
TAGCATTGIGATCGICGECCACBARAGTARTCARARAGTGAGAGCTACTT~GTTCCTAGC
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GAATTTTGTTTRGAGTTAGCTTTTGAGATGCATCATTTC~-TTTCACARCTGATTCTATET
GOATTTTGT TTAGAGTTAGCTTTTGAGATACATCATTTC~TTTCACARCTCGATTCTGTET
AIATTTTETTTAGAGTTAGCTTTTGAGSTRCATCATTTCATTTCACREC TGATTCTETAT
APATTTTGTTTAGAGTTAGCTTTTGAGGTRCATCATTTCATTTCACAGCTGATTC TCTAT
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GTTGTAACTCEI-AGTCGCETAGARAST TAGAATGCTAACTGACT~-TTAATTTTCACEGAA
GTTGTAACTCGE~AGTCGCGTAGAABT TAGAATGCTARCTGACCCTTAATTTTCACCGAA
GMTGTARCTCCTRAGTCGRGTAGAAAT TAGAATGCTARCTG-~~CTTAATTTTRAGEGAA
GTTGTARCTCCRRAGTCERGTAGAPATTAGRATGCTARCTG-~~CTTARTTTTRASRGAA

Continuacién de {a Figura 14
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Continuacion de la Figura 14

68



S RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.5 Estructura del gen ZmRBR

La estructura del gen ZmRBR est esquemnatizada en la Figura 15 a partir de la secuencia gue s¢
mostré anteriormente (Figura 8). La region codificante del gen ZmRBR esta conienlda en 15
exones cuyos tamanos varian entre 42 y 1246 pb. Ei exdn 15 contlene el coddn de terminacion
TGA y 1104 pb de la regidn 3 "-UTR que se interrumpe por un intrén de 207 pb antes del exdn 16,
el cual que contiene 368 pb de regidn 3 "-UTR. El sitio $s71 de clonacion en la subclona RB900DOS
se encuentia en el intrén 16. Una caracteristica Interesante de la estructura del gen es que el
exon 7, el mas large de los traducibles, contiene completo al “bolslllo A", mientras que la region
traducible del “bolsillo B* esta contenida en los exones 9, 10, 11 y 12. los dominlos “bolsillo™ Ay
B son caracteristicos de las proteinas Rb.

Los tamafios de los exanes e intrones, asl como los sitios de corte de intrones y empalme de
exones, donadores y aceptores, se presentan en la Tabla 3.

Los intrones de planta son 15% mas ricos en AT que los exones flangueantes, los cuales son
15% mds ricos en GC; en el caso del gen ZmRBR la dltima caracteristica se observa solo en cuatro
de los quince exones identificados (exones 2, 4, 8y 9, tabla 3) (Luehrsen et al., 1994).

En la tabla 3 se muestra el % de AT de los Intrones y exones del gen ZmRER.

4557 —+1  ATG TGA
A BB B B
+ 12103 sl 7 8 13 15 16
- ) A R i
1 23 45 6 7 8 910 11 1213 14 15 16
e |
1 kpb

Figura 15. Esquema de la estructura del gen ZmRBR

10s blogues negros representan los exones del geny se indican aguellos que codifican los domintos «bolsillo»
Ay B, asi como el codén de Inicio ATG y el codén de terminacion TGA. La posicion +1 indica el sitio de Inicio de
la transcripcion determinado por extension de cebador.

Los intrones se Indican con la linea gris que atraviesa los blogues negros.
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Exon Secuencia en el limite exén-intrén Intron Intrén Exon

No., tamano [pb) 5 'sltio donador 3 sitlo aceptor Tamario, {pb) GAT AT
1 42 CAABAG %/gtataccc  tccageag /® AAGCAA 298 49 51
2 45 AGCAGC ¥/taalgatg acgccagg /2 TTCTAC 162 64 50
3 183 GTATTG ®/gtcadttt caatgcag /' GCCATA 122 60 58
4 66 CACTTA "agtaattc  gaattcag /7 ATCAAAC 64 72 55
5 180 GACACA "yggcatgg  tctgticcag /7 GATCGC 101 59 65
6 192 TCAAAG ™/gtatccgg ttitggeag /™ TGTGCC 88 58 66
7 870 GGTCGA 58/ ggtaatttg gtitcttgea /™ GACGAC 651 66 57
8 156 TITGCA Mjaggitagdt tattitgec /™ AGTCCA 92 68 52
9 75 TCCAAA "™/ gtatggatt tttcttcag M ATTCTG 85 73 59
10 174 CCAAAG "™/ gtatcottt  clgacag /™ GTTTGC 79 50 64
n 14 AATGGG ™/ glatdialc tcaacag ™ GTATTA 102 65 65
12 126 GCTAGT®®/ggtatat Ictigctta /2 GGCCAA 79 64 61
13 114 ACCAAG ¥/ gtttlttictg  ctlatcag /2% ATGGAT 557 64 56
14 117 AATTAT ™/ gtatdaalc tttgecag /A AATGGT 93 68 58
15 1252 CAGGTGC*¥/attacaaa gcaggtt P AGGTGT 207 53 61

16 369 ATGATC*®/gaglcda _ _ _ _ . . ___ _ . —

Tabla 3. Secuenclas donadoras y aceptoras de los intrones del gen ZmRBR

Organizacion parcial intron-exon del gen ZmRBR contenido en la clona RBJ000S. Se muestra la secuencla de
los exones adyacentes (letras mayasculas) a la de cada Intron (letras minusculas). En supraindices se sefialan
las posiciones de los nucledtidos correspondientes a la secuencla putativa de cDNA. E! exdn 15 contiene el
codon de terminacién TGA. En negritas se muestran las secuencias donadoras y aceptoras en el corte de

intrones y empalme de exones de ZmkBR.
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4.6 Andlisis de la regiéon 5/ del gen ZmRBR

A} Mapeo del sitio de inicio de la transcripcién en el gen ZmRER

La localizacion del sitio de inicio de la transcripcion se llevo a cabo por medio de ensayos de
extension de cebador utilizando el oligonucledtido RBNHZR y RNA total de hoja y talio de plantula
de maiz. De acuerdo al mapa de exones, RBNH2R abarca los nuclebtidos 242-260 “coiriente
abajo” del ATG de inicio del gen ZmRBR. segun se muestra a continuacion:

1ATGTCTTCGCAGGACCCTCCGCCGGCGACGAGCACCCAAAAGAAGCAATCGGAGAGTTTGGTAAACC
TACTGGCAGAGGCAAGCAGGTTCTACCGCAAAGCATATAATGAACTGTTCTCAGGTTTAATTACTGAGTG
GGAGCCTGAATCATCTACTAATCTCCCTGACTATATGCTTITTGGTTGGCATCTCTTCCTTAACCTTCGTTT
GAGATCACCAGAATTGTTCCAAGACCTGGTGLCCTGCATCCATGGATTAGT 260

RBNH2R

El producto de extension de cebador se observa como un doblete en los carriles sefialados
como Hy TA en la Figura 16. En H se utilizé como fuente de RNA al de hoja de plantulas de maiz
de dos semanas de edad, en TA se uso RNA total del tallo de plantulas de dos semanas de
edad.

El tamafo de cada una de las bandas del doblete se estimd en 541 y 549 pb por medio de la
reacclon de secuenclacion que se corrid simulianeamente en el gel en donde se corrieron os
productos de extension de cebador, y se localizaron a 281 y 289 pb “corriente arriba” del ATG, en el
motive TAATAT: este hexanucledtido es similar a la secuencia CTAATAT, en la que se localiza el sitio
de Inicio de 1a transcripcion del gen que codifica la zeina de 19 kDa (Pedersen et al., 1982), una
proteina de almacenamiento en maiz (Geraghty et al., 1981). Por lo anterior, se asume que las
bandas corresponden a sitios putativos de iniclo de fa transcripcion en el gen ZmRBR, sin embargo
no se tienen mdas elementos para definir exactamente cual de elias correspende al sitio de inicio
de la transcripcion, o bien sihay mas de uno en ZmKER, por lo que se decidio asignar como tal sitio
en el gen, con la posicion +1, al nucledtido ubicado a 289 pb scorriente arriba» del sitio de inicio de
la traduccién, como se muestra en la siguiente secuencia.

549 541

+1 'Lueg) i(zan
AGATATAGATTTATTTATTTTATTAATATAATAATTAATATAGTAAATTTTAATATAATAATATACGATAGATA
TAGAAATAAAATAGATATATACAGATATAGATGGATAAAAAGTATGATGTTGTTTAATTCGAACAGGAGTGS
ACTTGTGAGAGCGTGGATCCGCTTCCGTGCTTCOGGGCTGTTCGAGTCATCGTCCGCATCGCACGCCGT
TTATTGAGGAACAATTCGTTTTTATTCTCACGTTCATTCCGCGGGCGCAGGTTTTTTTICGTGGCGATCGC
TGACCGTAGCGGCCACCTTCCGCCAGGTGGCCAGGTTTTCGTGTGGCCCTCCGCC ATG
TCTTCGCAGGACCCTCCGCCGGCBACGAGCACCCAAAAGAAGCAATCGBAGAGTTTGGTAAACCTACTG
GCAGAGGCAAGCAGGTTCTACCGCAAAGCATATAATGAACTGTTCTCAGGTTTAATTACTGAGTGGGAGC
CTGAATCATCTACTAATCTCCCTGACTATATGCTTTTTGGTTGGCATCTCTTCCTTAACCTTCGTTTGAGAT
CACCAGAATTGTTCCAAGACCTGGTGT CCTGCATCCATGGATTAGT

RBNH2R
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La secuencia en donde se localizan los sitios de Inicio de la transcripcion es una region rica
enA'syT's, yhacla s de esta posicion se pueden localizar algunas secuenctas que podrian
funcionar como caja TATA.

B) Secuencias flanqueantes del den ZmRBR

El andlisis de la secuencia “corriente arriba” del sitio de iniclo de la transcripcion de ZmRBR identifico
una regién de 570 pb, que comprende del nucleotido -1500 al -929 y que tiene una identidad por
BLAST (Altschul et ai., 1997) de mas del 80% con el 5-LTR (Long Terminal Repeat) del retrotransposon
|6, as! como también con el retroelemento PREM-2 y con la secuencla nuclear autonoma de replicacion
ARS 3. En la Figura 17 se muestra el allneamiento por BLAST con el 5°—LTR de Ji-6.

RB4000K
ACGT H TA

. | @ne

Figura 16. Identificacion de los sitios de inicio de la transcripcion en el gen ZmRBR

Autorradiografia de un gel de poliacrilamida al 4.5 %, en el que se corrleron los productos del ensayo de
extension de cebador y los de secuenciacion de la clona RB4G0OK.

(A, C, Gy T) Indican los carrles en donde se corrieron las reacciones de secuenciacion de la clona RB400OK.
Se utilizd como oligonucledtido en estas reacciones a RBG 1600,

(H) Producto del ensayo de exiensién de cebador a partir del RNA total de hoja de plantula de maiz de dos
semanas de edad.

{TA} Producto del ensayo de extension de cebador a partir del RNA total de tallo de plantula de maiz de dos
semanas de edad.

En los ensayos se utllizaron 15 ug de RNA total de hoja o de tallo y ef oligonucle6tido RBNH2R,

Ef gel de secuendclacion se corrid a 2800 V, durante 10 h.
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|dentidad = 86%

sfgen:-1499 aactcaaatttacaaactttaagccaactacaagtcagggttagegttagaaataaatec -1440

PEVE EEEER e Lt ereeene o el Hrered T

Ji-6 : 1139 aactgaaatttacaa-ctttaaacacactacaagccggggttagtgttagaataaaatec 1081

sfgen:-1439 gagtccaaaag-gagagggaaaccaaatcacccaaagaaatatageggatgacaagttga -1381

R N N e A R AR R N A I A R R RR R N

Ji-6: 1080 aagtccggaagagaggggaaaaacaaatcaaccaagaaagtaaagtggatgacacagtga 1021

afgen:-1380 tttgttttaccgaggtteggttettgoaaacctagtcocogttgaggtggtaacaaagac -1321

PECTTEEEEIY R Peerry trr et e e e e e e e |

Ji-6 : 1020 tttgttttaccgaggtttggttetaataaacctagteccegttgaggtggtcacaaaate 961

sfgen:-1320 ggggtctcttteaacectttecctctectcaaacggtecacctagaccgagtgagettbett -1261

PR E e L e e e e e e e e e e e 1

Ji-6 : 960 cgagtctetttoaaccctttecetetetcaaacggteacetagaccgagtgaggettete 901

sfgen:-1260 cttaatcaaacgggtcacttagacccectcacaaggacca-cacacaacttggtgtetett -1201

FUPCEETE R CEEREEEEE e PR e e Yt

Ji-6: 900 cttaatcaaactggtcacttagaccce--cacaaggatcaccacac-acttggtgtetett B44
sfgen:-1200 g tgattacaagt -1186

IHIHIIIIIIIII
Ji-6 : B43 tttgattacaagt 829

sfgen:-1148 ccectggtgcacegaacagt-ceggtgegecagacecagggtictettegggtittetoget -10%0

FELRRTEVEREE 00 E PP TR e e e ne e e e by

Ji-6: 224 ccctggtgcacceggacactgococggbgcgecagaccagggtg-tettoggttiettttget 166

sEgen:-1089 cctttetttt-gaaccotaactttgatctttttattggttigtgttgaacettttgecace -1031

PIVESIEEEE ECEREER e PP v el i

Ji-6; 165 cckttctttttgaaccctaactt-gatctttttatttgtttgttitgaacctttaccate 107

afgen:-1030 tatagaacatat---ctagagcaaactagttagtccaattatttgtattgggcatttecaa -974

CPErE FEE  TEEEEREE T RV R R TS DR 1hr1

Ji-6: 106 tgtagaatatataatctagagcaaactagttagtccaattarttgtgttgggea-ttcaa 48

sfgen:-973 ccaccaaaatcatttat--gaaaaggtttgaccetatttccoctttca -929

FELEEEEEEE Tl el et Thered it

Ji-6: 47 ccaccaaaattatttataggaaaaggttaaaccatatttcectetttca 1

Figura 17

Alineamiento por BLAST entre la secuencla flanqueante del gen ZmRBR (* sfgen) v el 5-LTR del
retroelemento Ji-6.
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4.7 Andlisis de 1a expresion del gen ZmRBR a nivel de RNA mensajero

Mediante ensayos de RT-PCR, debido a que la expresion de ZmRER en diferentes tejidos de
mafz no pudo ser detectada por Northern blot, se estudio la expresion del gen en el RNA total
de hoja de plantula de maiz de una y dos semanas de edad, del tallo y de la raiz completa de
plantula de dos semanas de edad, vy del eje embrionario y del embridn de la semilla seca (figura
18 A). Los oligonucledtidos que se utilizaron en estos ensayos fueron los denominados RENH2F
y RBNH2R, cuyas secuencias flanguean al exon 3 del gen ZmRER. La secuencia de ambos en el
exon 3 se muestra a continuacion:

EXON 3

TTCTACCGCAAAGCATATAATGAACTGIICTCAGGTTTAATTACTGAGTGGGAGCCTGAATCATC
RBNH2F l
TACTAATCTCCCTGACTATATGCTTTTTGGTTGGCATCTCTTCCTTAACCTTCGTTTGAGATCACCAGAATT
Sau 3Al
GTTCCAAGACCTGGTQICCTGCATCCATGGATTAGTTG CTGTATTGGTCCAG
RBNH2R

En la reaccién con la transcriptasa reversa se utilizo ef oligo RBNH2R para la sintesis del cDNA Yy
en la reaccion de amplificacion por oligonucledtidos.

El producto de la reaccion de RT-PCR que se espera es de 168 pb, mismo que se observa en la
Figura 18 B, cuando se utilizd RNA total de hoja de plantula de una semana de edad (carril H1), de
hoja de plantula de dos semanas de edad (carril H2) y del talio de plantula de dos semanas de edad
(carrll T2). No se observé amplificacton a partir de RNA del eje embrionario de la semilla seca (carril
EE), del embrion de la misma (carril E) y de 1a raiz de pldntula de dos semanas de edad (carril R2).
En los ensayos se utilizd la misma cantidad de RNA total (10 ug) para todos los tejidos.

Podria darse el caso de que en los tejidos en los que no se detecta la presencla del mensaje
éste s estuviera, pero en cantidades tan pequefias que no fuera posible visualizarlo en un gel
tefiido con bromuro de etidio, razén por la cual ese mismo gel se transfirio a una membrana de
nylon que se hibridé con una sonda de DNA que era el mismo producto de PCR, pero obtenido a
partir del DNA de una subclona de AFix 11 8.1.4.2.

Los resultados de la hibridacion se muestran en la figura 18 C, en donde se puede observar
que las unicas bandas de hibridacion que se detectan corresponden a los carriles en los que se
nota la presencia del producto de PCR {carriles H1, H2 y T2). Ademds, el ensayo de Southern blot
nos permitio confirmar la identidad del fragmento de DNA amplificado por PCR. Esto también se
corrobord por ensayos de restriccion, ya que en la secuencia del producto de PCR se puede
localizar un sitio de restriccion para la enzima Saw 3Al, de manera que al hacer una digestion del
producto de PCR con esta enzima se generan dos fragmentos, uno de 124 pb y otro de 48 pb.
Este hecho nos permitié confirmar de otra manera que el producto de PCR no es un artificio, ya
gue al realizar un ensayo de restriccion del producto de PCR con Sau 3Al, se obtuvieron dos
fragmentos del tamarnio esperado (Figura 18 D, carriles TD y HD).
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En estos ensayos se ha visto una expresion diferencial del (los) gen (es) RBR de maiz en los
tejidos estudiados, puesto gue su presencia es muy clara en hoja y tallo, no asf en raiz, en el eje
embrionario, ni en el embrién de la semilla seca.

EE E H2 R2 T2 M EE E H1H2 T2 R2

4w 265
ann 188 £

EE E H1 H2 T2 R2 M HZH2 TD T2 T1 HD

vt K] ]

Figura 18. Andlisis de la expresion del gen ZmRBR, por RT-PCR

(A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de RNA total de (EE, E) e]e embrionario y embrién, respectivamen-
le, de semilla seca, (H2, R2 yT2) hoja, ralz completa y tallo, respectivamente, de plantulas de maiz de 2
semanas de edad. Las flechas indlcan los tamanos de los RNA ribosomales de maiz.

(B) Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % de los productos de amplificacién, por RT-PCR, del mensaje de
ZmRBRen (EE, £) eje embrionario y embridn, respectivamente, de semilla seca, (H1) hoja de plantulas de
1 semana de edad, {H2) hoja de plantulas de 2 semanas de edad, (T2) tallo de plantula de 2 semanasy {R2)
raiz completa de plantulas de dos semanas de edad. (M) Marcadores de tamafio de 100 pares de bases.
La flecha indica el producto de RT-PCR.

{C) Southem blot de los productos de RT-PCR sefalados en (B). La hibridacion se llevd a cabo a 68°C, utilizan-
do como sonda el producto de PCR denominade “Exén 37, La flecha indica la hibridacion correspondiente
al producto de RT-PCR.

{D) Digestién con Sau 3Al de los productos de RT-PCR de {TD) tallo y {HD) hoja de plantulas de 2 semanas de
edad. (H2) producto de RT-PCR a partir de RNA total de hoja de plantula de 2 semanas de edad y (T1, 12)
producto de RT-PCR a partir de RNA total de tallo de plantulas de unay dos semanas de edad, respectiva-
mente. Las flechas indican los fragmentos resultantes de la digestion det producto de RT-PCR con Sau 3Al.
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4.8 Andlisis de los niveles de proteinas RBR en diferentes tejidos de maiz

Con el proposito de estudiar los niveles de la proteina ZmRBR en diferentes tejidos de la planta
y en la semilla de maiz, se llevaron a cabo ensayos de Western blot.

Debido a gque no se contaba con un anticuerpo dirigido contra la proteina ZmRBR de decidio
utilizar un anticuerpo policlonal obtenido contra el “bolsillo” A/B de una proteina RBR, la protei-
na recombinante ZmRb1. Fl “bolsillo” A/B estd altamente conservado entre las proteinas RBR de
mafz al igual que entre las proteinas Rb de animales, por io que se esperaba que entre las
proteinas inmunodetectadas estuviera la protelna ZmRBR.

£n la figura 19A se muestra una membrana tefiida con Rojo de Ponceau después de la
inmunodeteccidn con extractos protelcos totales (40ug por carril), separados previamente median-
te un gel de pollacriiamida y obtenidos de: eje embrionario de maiz (carril E), hoja de plantula de
maiz de dos semanas de edad (carriles H2), raiz completa de plantula de dos semanas de edad
{carriles R2), puntas de las raices de semillas embebidas en agua por tres dias (carriles PR) y tallo
de plantulas de dos semanas de edad (carsiles T2).

En el gel de poliacrilamida se cargd la misma cantidad de proteinas, cuantificadas por el méto-
do de Bradford, de cada uno de los tejidos. Sin embargo, en la figura se puede observar que ¢!
patron de bandas es diferente para cada teido, lo que hace dificil la estimacion visual del cargado
de éstas. Los carriles H2, R2 y T2 son repeticiones. £n los carriles R2 ia cantidad de proteina total
de ralz que se cargd es apenas perceptible.

La Inmunodeteccldn se levd a cabo con el anticuerpo policlonal denominado RB-AAB {Figura
19B). Se inmunodetectaron dos proteinas, que varian entre los 95 y 100 kDa, tamano que se
espera para las proteinas RBR de malz, y que podrian corresponder al tamario de la proteina
ZmRBR en hoja (carriles H2} y en tallo (carriles T2) de plantulas de dos semanas de edad; en las
puntas de la raiz de semillas embebidas en agua por tres dias se observa la presencia de dos
proteinas, una de ~60 KDa v la otra de ~35 KDa (carril PR), en el eje embrionario solo se
inmundetectd una protelna, de ~35kDa; en la raiz completa de plantulas de dos semanas de
edad (carrlles R2) no se detectaron proteinas, debido muy probablemente a que la cantidad de
proteina que se cargd es muy baja.

El tamario de las proteinas que se inmunodetectaron en las puntas de las raices de las semillas
embebidas en agua durante tres dias, de ~60 Kda y ~35 kDa, sugiere que podrian ser los productos
de ia proteolisis de las proteinas de entre 95 y 100 kDa que se inmonodetectan en los extractos de
hoja v de 1allo, aunque durante la extraccion de proteinas se utifizaron inhibidores potentes de
proteasas, asi como ureay SDS.

Otra posibilidad para explicar la presencia de las proteinas de ~60 KDa y ~35 kDa, es que se
trate de dos proteinas serolégicamente relacionadas a la familla “bolsiifo”, puesto gue €l anti-
cuerpo con el que se llevéd a cabo el Western esta dirigido contra el “bolsillo” A/B, la region més
conservada en las proteinas RBR.

Estos ensayos son la primera aproximacion en el estudio de los niveles de proteina ZmRBR
en diferentes tejidos de maiz vy corroboran la dificuitad que han tenido otros autores en la
identificacion vy determinacion del peso molecular de lals) proteina(s) RBR de plantas. Para tener
ensayos mas especificos es necesarla la obtencion de anticuerpos dirigidos contra dominios
especificos de la proteina ZmRBR.

76



N RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

E H2 HZR2 R2Z PR T2 T2

E H2 HZ R2Z R2 PR T2 T2

-3 u «=m 95 KDa

— «nmm 650 KDa

* «nmm 35 KDa

Figura 19. Analisis de los niveles de la proteina ZmRBR en diferentes tejidos de maiz

{A) Membrana de PVDF, tefiida con Rojo de Ponceau, después de la inmunodeteccién.

(B} Inmunaoblot. Se utllizaron extractos proteicos totales de (E) eje embrionario de semilla seca, (H2) hoja de
plantula de dos semanas de edad, (R2) rafiz completa de plantulas de dos semanas de edad, (PR) punias de raiz
de semillas embebidas en agua por tres dias, (T2) tallo de plantulas de dos semanas de edad y el anticuerpo
policlonal RB-AAB. La deteccidn se llevd a cabo por quimioluminiscencia. Tiempo de exposicién, 15 min.
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DISCUSION

A diferencia de los animales, las plantas son organismos gue han desarrollado una gran capacidad
de adaptacion a distintos ambientes, asi como en la respuesta a factores externos: tienen un estilo
de vida notablemente diferente al de los animales, empezando porgue no se pueden desplazar
de manera auténoma. A nivel de organismos y organos, las diferencias entre plantas y animales
son notables, por ejemplo, en la organizaclén corporal y en el desarrollo. La ausencla de migracion
celutar, la existencla de un proceso morfogenético continuo v la plasticidad de las plantas requie-
ren de una proliferacion celular continuay de la existencia de programas génicos altamente regu-
lados (Gutierrez, 1998).

Con relacion al ciclo celular, estructuralmente el de las plantas difiere del de los animales en las
etapas tempranas de la mitosis en donde antes de la formacién del huso, un arreglo microtubular,
la banda de profase, define el futuro plano de division de la célula y, al final de la mitosis, en
donde otro arreglo microtubular, el fragmoplasto, estd involucrado en la citocinesis. Mutantes
con defectos en la citocinesis o en el control del plano de division celular exhiben efectos
dramaticos en el desarrollo de la planta, apoyando ia idea de que la posiclién v/o la orientacién
del plano de divisién celular es crucial para el desarrollo de la planta.

A pesar de estas diferenclas, la suposicién de que los mecanismos moleculares bdsicos de
funcionamiento del ciclo celular son similares en todas las células eucarioticas ha proporcionado
un punto de partida conveniente para el estudio de la division celular en ias plantas superiores
(Doonan et al, 1997).

Durante los Ultimos anos se han caracterizado proteinas y cDNAs en plantas que son homélogas
funcionales, o que tienen una alta similitud con proteinas del ciclo celular de los animales v las
levaduras. Los ejemplos mas notables son las cinasas dependientes de ciclina {CDKs), conside-
radas como reguladores centrales del ciclo celufar de los animales; asimismo, se ha demostrado
la existencia de cinasas activadoras de CDKs (CAKs) y de inhibidores de CDKs (CKIs) en algunas
especies vegetales (Mironov, 1999). Sin embargo, aun existen preguntas acerca del control de la
entrada, el mantenimiento y la salida del ciclo celular en las plantas con relacién a sus procesos
particulares de desarrollo y crecimiento.

El aislamiento en diferentes especies de plantas de los componentes de la “ruta del
retinoblastoma” caracterizada en células animales {Figura 20), indica que una via similar podria
operar en la regulacién de la proliferacion celular en las plantas.
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Figura 20. Modelo para el control de la transiclon G1-S en plantas
Las ciclinas tipo D {Cyc D) responden a sefiales de crecimiento tales como citocinina y sacarosa, y se asoclan
con la subunidad cinasa Cdc 2a (Inzé et al., 1999). Se ha reportado que al menos un complejo Cyc 0-Cdc2a
puede fosforilar Rb de labaco /7 vitro (Nakagaml et al., 1999). Ademnds, se sabe que las proteinas Rb de
plantas Interactuan con proteinas E2F de plantas v con el homologo de RbAp48, MSI 1, aungue no se ha
demostrado un papel directo para las primeras en la modificacién de histonas, o de las prolelnas E2F en la
transcripcion de genes importantes en la fase S. Esquema tomado de (|ager et al., 1969).
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En la ruta del retinoblastoma en animales, la proteina central es pRb y en plantas se ha
tomado la convencion de llamarlas RBRs (Inzé et al., 1999), las cuales han mostrado compartir
caracteristicas estructurales v bioguimicas con la primera.

Se ha reportado el aislamiento de cDNAs RBRs de diferentes especies vegetales, tanto
monocotiledoneas (Zea mays} como dicotlleddneas { Micotiana tabacum y Chenopodium rubrum)
(Nakagami et al., 1999; Fountain et al., 1999), pero no se ha reportado el alslamiento del gen
como tal. En este trabajo se caracteriza la estructura y la expresion de un gen que codifica una
protefna RBR de maiz, al que se ha denominado ZmRER.

En cuanto a la estructura del gen, la secuencia de aproximadamente 7170 pb “corrlente
abajo” del sitio de iniclo de la transcripcidn se ha organizado en 16 exones y 16 intrones, lo que
se llevo a cabo por comparacion de la secuencia del gen con la de los cONAs RRBT v RREZs, con
el primero debido a que se conoce su secuencia completa hacla 5°, y con los segundos por fa
mayor identidad que tienen con el gen.

El tamano de los Intrones y de los exones del gen ZmRBR se muestran en la Tabla 4, en donde
se compara con los genes £5 de otros organismos: Rb7 (pRb} (Hong et al., 1989) y Rb2 (p130)
(Baldi et al., 1996) de humano. Se puede observar que los Intrones de estos ditimos son mas
grandes y se encuentran en un numero mayor (Figura 21, Tabla 4), midiendo la mayoria de ellos
mas de 1.0 kpb, mientras que el intrdn mas grande de ZrmRER es menor de 600 pb. En tamafo
son mas parecidos los intrones del gen de maiz al RBFde O. melanogaster. El mayor nimero y
tamano de los intrones de los genes £5 de humano hacen gue su tamano sea considerable-
mente mayor al de maiz, ya que se calcula que este mide ~9.5 kpb, contra 200 y 50 kpb de Rb7
y kb2 1espectivamente (Figura 21).

Se puede observar también en mas del 50% de los intrones de maiz la presencia de secuencias
conservadas para sitios de corte de intrones y empalme de exones, donadores y aceptores, gt y ag,
respectivamente, como las gue se observan en los intrones de los genes de animales y procariotes.

El porcentaje en el contenido de AT de los intrones del gen ZmRBR es aproximadamente del
60%, caracteristica distintiva de los Intrones de plantas. El significado funcional del alto porcenta-
je en AT no es claro, pero se especula que puede actuar para minimizar la estructura secundaria
dentro de los Intrones (Goodall et al., 1989).

También se ha hecho una correlacion positiva entre un alto contenido de T's en los intrones de
maiz y la eficiencla de corte de Intrones y empalme de exones, lo que suglere que los motivos
ricos en T's son un elemento clave en el corte y empalme de los RNAs heteronucieares de
maiz (Ko et al., 1998). También se ha propuesto gue los motivos ricos en ATs en los intrones de
maiz en ausencia de un sitio 5" de corte y empalme, dirige la poliadenilacion de ciertos RNAs
(Luerhsen et al., 1994).

El gen ZmRBR se encuentra flanqueado por elementos transponibles, caracteristica encontrada
frecuentemente en los genes de maiz, y que puede explicarse sl se toma en cuenta que en el mar
de secuencias repetidas que rodean a los genes en el genoma de maiz, 1a mayoria correspon-
de a estos elementos (White et al., 1997). La secuencia que flanquea al gen tiene una identidad
de mas del 80% con el 5- LTR del retrotransposdn Ji-6, con el también retroelemento PREM-2 v
con la secuencla nuclear auténoma de replicacion ARS-3.

Los retroelementos PREM-2 (Pollen Retroelement Maize-2) son muy abundantes y se estima
que constituyen alrededor del 5% def genoma de maiz y que pudieron, posiblemente, haber juga-
do un pape! importante en la determinaclon de la estructura gendmica y en la generacién de
secuencias repetitivas de maiz. Los elementos PREM-2 se han encontrado muy cercanos a la se-
cuencla de varlos genes registrados en GenBank, entre los cuales se Incluyen a tres miembros de
la familia de la poligalacturonasa que se expresan en polen, a una clona genomica que codifica

80



DISCUSION

la subunidad A de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, y a una secuencia no codificante
gue tiene las propiedades de una secuencia de replicacion autonoma de levaduras, llamada
MZEARS3 o ARS3 (Turcich et al., 1995). Aungque no se sabe a ciencla cierta sl los retroelementos
pudieran estar involucrados en la duplicacién génica en maliz y en otras plantas, existen reportes
en donde se sefiala que secuencias de un retroelemento flanquean al gen que codifica a la
zeina (protelna de 19 kDa considerada como la principal proteina de reserva en maiz) v, ademas
de servlr como promotor pueden haber facilitado la amplificacion de la familia génica a la que
pertenece la zeina. Debido a que los genes de la zeina se encuentran agrupados en el brazo
corto del cromosoma 7, pudiera darse el caso de que estuvieran arreglados en "tandem”. Esta
organizacion sugiere que los denes de la zeina fueron duplicados por un entrecruzamiento
homaologo entre retrotransposones insertados a ambos lados de un gen progenitor (White et
al., 1994).

En el mismo sentido, se ha especulado que debido a que la mayoria de los miembros de la
familia génica de la poligalacturonasa contienen una secuencia PREM-2, se Incrementa la posibili-
dad de que la presencia del retroelemento haya facllitado su duplicacion génica (Turcich et al.,
1995).

Si en el caso del gen ZmRBR las especulaciones anteriores no fueran solo eso, entonces se
esperaria que el (los) otro (s) miembro (s) de la familia multigénica a la que ZmRBR perteneciera,
estuviera (n) arreglados en tandem y flanqueado (s) por PREM-2.

El papel de Rb como inhibidor de la proliferacion celular en humanos es tan importante que
las mutaclones del gene R se han asociado a muchos tumores, ademas de los retinoblastomas,
que fue en los casos donde primero se observd esta mutacion, y la pérdida de funcldn parece ser
un paso critico en el desarrollo de muchos canceres. En las plantas no se presentan aparicion y
desarrollo de tumores, con excepcion de los fenormenos de hiperplasia e hipertrofia que produce
Agrobacterium tumefaciens en algunas especies de dicotiledéneas que infecta. Sin embargo,
tampoco se han estudiado los efectos en el desarrollo que pudiera tener, por ejemplo, la pérdida
de un gen RBR Aunque en plantas se tienen evidenclas que sugleren gue las protefnas RBR
pueden actuar, al igual gue Rb, como reguladores negativos del cclo celular, slendo una de ellas
que la sobreproduccion de una protelna RBR de maiz Inhibio la replicacién de geminivirus (Xie et
af, 1997), y la otra, que la sobreproduccidn e inhibicion de una proteina RBR de A. thaliana provo-
caron la formacion de Inflorescenclas fasciadas y meristemos distorsionados, siendo estos Gltl-
mos la region donde ocurre la mayor parte de la division celular {Inzé, et. al., 1999), en maiz, la
pérdida de un den RBR pudiera no tener efectos similares, en parte debldo a su posible natu-
raleza multigénica (de la cual se presentan Indiclos en este trabajo), por lo que el conocimiento
de su secuencia proporciona una herramienta muy importante para estudiar, por medio de
experimentos de inhibicion antigénica o antisentido, los efectos que una inhibicién provocaria
en su expresion. Asimismo, el conocimiento de la secuencia de la regién promotora proporcio-
na un instrumento para el estudio de la regulacion de la expresion del gen por medio de
experimentos de expresion transitoria, mismos que se llevan a cabo en un proyecto colateral.

Por otro lado, en este trabajo se dan indicios de la existencia de mds de un gen ZmRBR por
medio de experimentos de Southern blot, lo que concuerda con lo insinuado previamente en (Ach
et al., 1997a), aunque no con lo que se sugiere en (Crafi, et al., 1997). Se habla sugerido que por el
hecho de haber encontrado solo dos tipos de cDNAs RBRs, RRETy RRBZ en busquedas exhaustivas
en varios bancos de ¢cDNAs, que los genes RBRs podrian pertenecer & una familla multigénica, tal
vez de solo dos miembros, sin embargo, por el hecho de que las secuendias exdnicas de ZmRBRNo
tienen una identidad del 100% con ninguno de los ¢cDNAs mencionados, se puede especular que
se ha aislado a un gen diferente, aunque altamente relacionado con los que darian origen a los
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Zea mays RBR (ZmRBR)(~ 9.5 kb))

ATG12 34 5 6 7 89 1011121314 TGA 15 16 Intrones
8 —— —— -3
1 345 6 7 8 1011121314 15 16 Exones
Homa sapiens Rb1 (~200 kb))
ATG 1 23467 B8 10 12 1416 17181920 22 23 252 Intrones
§ e <a -3
1 2 34 78 101213 17 1819202122 23 25 27 Exones
1889 bp
Homo sapiens Rb2 ( 50 kb
ATG 12 3 5 6 8 91041 12 1314 15 16 17 19 20 21 Infrones
§ e e 73
1 2 345 6 8 9 1011 12 1314 16 16 17 19 20 24 22 Exones
1517 bp
D. melanogaster RBF (~ 3.5 kb))
ATG 12 3 4 5 6 7 8 Intrones
§ A 3 1kp
23 4 5 6 7 8 Exones | -
Figura 21

Comparacldn de la estructura y el tamanio de los genes ZmRBR (Zea mays), RbT y Rb2{ Homo sapiens) y RBF
(D.melanogaster). La posicién de los Intrones se indica como barras verticales. El tamano de los intrones se
muestra en la tabla 4.
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NUMERO Z. MAYS H. SAPIENS H. SAPIENS D. MELANOGASTER
INTRON ZmRBR (kpb) Rb7 (kpb) Rb2 (kpb) RBF{Kkpb)
1 0.298 ~3 ~4.5 0.079
2 0.161 ~30 ~3.8 0.061
3 0.117 ~2 ~3.86 0.064
4 0.061 ~2 ~4.57 0.063
5 0.101 ~1 ~1.62 0.102
6 0.088 ~12 ~0.092 0.135
7 0.648 ~1.5 ~1.046 0.069
8 0.092 ~0.5 ~4.5
9 0.085 ~1 ~2.13
10 0.079 ~1 ~0.716
11 0.103 ~5 ~1.0
12 0.079 ~4 ~1.08
13 0.556 ~0.5 ~1.45
14 0.094 ~0.5 ~2.74
15 0.208 ~0.08 ~0.197
16 ~1.6 ~0,082
17 ~60.0 ~1.079
18 ~3.0 ~.659
19 ~4.0 ~.572
20 ~3.0 ~0.902
21 ~1.7 ~9.0
22 ~2.0
23 ~6.5
24 ~3.0
25 ~0.2
26 ~2.5
Tabla 4

Nuamero y tamano de los intrones contenidos en el gen Rbde diferentes organismos.
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transcritos RBRI, RBRZs o ZmRb1, es dedir, a un tercer gen RBR con lo que se refuerza la idea
derivada a partir de los resultados de S. blot de que en el genoma de malz se encuentra mas de un
den que codifica protefnas RBR.

Aungue no puede descartarse la posibilidad de que las regiones exdnicas de ZmRBR no
tengan una Identidad del 100% con ninguno de fos cDNAs RBR de malz pudiera deberse a que
el gen ZmRBRfuera polimorfico, caracteristica que tienen varios genes de maiz como el Opague-
2, et gen gb/ ] y un gen que codifica una zeina (Henry and Damerval, 1997; Bhattramakki and
Kriz, 1996; Pedersen, K. et al., 1982), dado que los distintos cDNAs v la clona gendmica se
alslaron a partir de bibliotecas de maiz de diferentes variedades. Entonces, debido a que la
secuencia de ZmRBR tiene la mayor identidad en sus regiones exdnicas con los ¢cDNAs RRB2ay
RRB2b, cabe la posibilidad de que ZmRBR es el que da origen a los dos transciitos. El aislamien-
to del cDNA correspondiente a ZmRBR ayudarla a definir cualqulera de las posibitidades plantea-
das en cuanto a la identidad del gen.

Por otro lado, se ha especulado que por analogia con los sistemas animales, fa actividad de
las proteinas RBR de plantas depende probablemente de su fosforilacion y su asociacion espe-
cifica con otras proteinas, como por ejemplo, con el factor transcripcional E2F,

En este sentido, se ha observado fosforllacién de la proteina RBR de tabaco, NIRb1, por un
complejo ciclina D/cdc 2, ambos de tabaco {(Nakagami eta al., 1999) v en lo referente a las
proteinas RBR de maiz, especificamente ZmRb1 y ZmRB, la primera ha mostrado ser un buen
sustrato /7 vitro para complejos ciclina/cinasa de G1/S (ciclina D/CDK4, ciclina A/CDK2 v ciclina E/
CDK2} y la segunda sufre cambios en su estado de fosforilaclon concomitantemente con la
endoduplicacion y se fosforila /7 vitro por una cinasa de fase S de células de endoespermo en
endoduplicacion (Grafi et. al., 1996).

En la proteina ZmRBR, predecida a partir de las regiones traduclbles del gen, de 867
aminoacidos y con un tamano de ~95 kDa, se pueden identificar 18 sitios de fosforilacion (S/TP),
similares a lo que se encuentran en las otras proteinas RBR de maiz, 1o que es consistente con
que fa regulacion de su actividad esté dada por fosforilacion.

La obtencion de un anticuerpo dirgido contra un carboxilo terminal de la proteina que es donde
se encuentra la mayor cantldad de sitios putativos de fosforilacién permitird dilucidar el estado
de fosforilacidn de la proteina en procesos como la germinacion de semillas de malz, la diferen-
clacion y la apoptosis en las plantulas de maiz.

Se ha observado tambien la formacion de complejos entre las proteinas RBR de maiz v protei-
nas E2F, tanto de humanos como de plantas. Con ZmRb1, se observé la formacién de complejos
con la proteina TmE2F de trigo (Ramirez-Parra et al., 1999). Estos datos propocionan fuertes
evidencias de que el mecanismo de accion de las proteinas RBR es similar al gue se ha descrito
para las proteinas Rb de animales. No tenemos evidencias de que la proteina ZmRBR forme
complejos con E2F, a simiiitud de las otras proteinas RBR de malz, por lo que resultarfa muy
interesante estudiar fa formacion de tales complejos en diferentes estados de desarrollo de la
planta.

Por otro lado, la expresion del gen ZmRER en diferentes tejidos del maiz no pudo ser detectada
por Northern blot, no obstante por RT-PCR se pudo detectar la presenicia del mensaje en la hojay el
talio de plantulas de maiz, aunque no en la raiz completa ni en el embridn ni eje embrionaric de la
semilla seca, aungue la limltante de la técnica es que no genera informacion acerca del tamano
del RNA mensajero de ZmRBR. Los reportes previos de estudios de expresion del (los) gen (es)
RBR por Northern blot indican la presencia en maiz de dos RNAs mensajeros, uno de ~4.5 kb
y otio de ~3.2 kb {Ach et al., 1997a), en Nicotiana tabacurn el RNA mensajero detectado es de
3.3 kb {Nakagami et al., 1999), y en Chenopodium rubrum de ~3.4 kb (Fountain et al., 1999). En
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estos experimentos, en maiz y en tabaco, se encontrd también que a similitud con el gen Rben
animales, el (los) gen (es) RBR en maiz se expresan de manera ubicua en los tejidos de la planta
(hojas maduras, flores, plantulas etioladas, apices radicales, rafz, espigas inmaduras, estigma,
polen, embrion v endospermo). En tabaco se detectaron niveles altos de RNA mensajero en
tallo, hojas v raices, tejidos que consisten predominantemente de células diferenciadas, y nive-
les bajos del mensaje en fiores y en células no diferenciadas. Se sugiere que el gen ARHT
pudiera estar involucrado en inducir y/o mantener un estado de diferenciacion en plantas. Nues-
tros resultados sugieren lo mismo en mafz, puesto que la presencla del mensaje es muy clara
en tallo y en hoja.

La semilla seca, resultante del proceso de embriogénesis, contiene a la mayorfa de células
embrionarias bloqueadas en la fase G1 del ciclo (Georgieva et al., 1994), que es donde pRb
glerce su accién como regulador negativo de la proliferacién celular en células humanas. Una
estrategia para definir el papel fisiclégico de ZmRBR en células vegetales, es el estudio de su
expresion a nivel de mensale y proteina en el embrién v eje embrionario de 1a semilla seca, lo
que indicaria niveles residuales de estas moléculas que funcionaron durante la embriogénesis.
Sin embargo, no se detectd el mensaje de ZmRBR aun por RT-PCR, ni en el embrién ni en el eje
embrionarlo, lo que puede deberse posiblemente a dos causas, la primera, que la cantidad de
RNA total utilizada en los ensayos no hubiera sido suficiente para determinar niveles muy bajos
del mensaje vy la segunda, que los diferentes genes que presumiblemente existen en el genoma
de maiz se expresen de manera diferencial, slendo ZmRER un gen que no se expresa en estos
tejidos en la semilla seca. El disefio de sondas especificas de secuencias conocidas hasta ahora
de los diferentes cDNAs RBR de maiz y su utilizacion en experimentos de Northern blot, ayuda-
AN a saber si existe expresion diferencial.

En cuanto a ia deteccion de los niveles de proteina ZmRBR en diferentes tejidos de la plantula
de maliz y en la semilla seca, se utilizd un anticuerpo dirlgido contra el “bolsillo” A/B de la proteina
recombinante ZmRb1, bajo la suposicion de que aun cuando el anticuerpo estuviera dirigido con-
tra una proteina que pudiera ser ligeramente diferente a ZmRBR, al ser obtenido contra este domi-
nio en el gue la protelnas RBR de malz muestran mavor Identidad, detectaria también a la
proteina codificada por ZmRBR. Bajo esta suposicion se llevaron a cabo experimentos de Western
blot en donde se detectaron proteinas RBR en la hoja v el tallo de plantulas de maiz del tamario
esperado para las mismas {~100 kDa), lo que concuerda con lo que se ha reportade previamen-
te en ensayos similares utllizando extractos proteicos de la punta de la hoja de maiz, compuesta
de células diferenciadas, en donde se detectd la presencia de una proteina £88 de 110 kDa,
cuyo nivel disminuye conforme se avanza hacia la base de la hoja, en donde las células se
encuentran en estado de proliferacion. Estos resuitados sugieren que algunas proteinas £5R
podrian estar involucradas en la supresion de la division celular durante la diferenclacion, siendo
un reflejo de lo que sucede con la proteina Rb en animales, en donde actda para detener la
divisién celular, lo cual es un prerequisito para la diferenciacion terminal (Jacks et al., 1992).

Respecto a los polipéptidos de ~35 y~65 kDa que se detectaron en las puntas de la raiz de
semillas germinadas por tres dias v en €l eje embrionario de semlilas secas, se especula que pue-
den ser resultado de la protedlisis de la proteina de ~100 kDa. Se tiene conocimiento de que la
protelna Rb de humano sufre protedlisis, originando un fragmento de ~60 kDa a partir de la
proteina de 110 kDa, debido a que la intensidad de la primera aumenta conforme disminuye la
de la segunda (Rogalsky et al., 1993). Sin embargo, la identidad de la proteasa responsable se
desconoce. Una segunda posibilidad para explicar la presencia de los polipéptidos de ~35 y~65
kDa es que éstas son proteinas relacionadas antigénicamente a las RBR pero de menor tama-
fio, una especie de proteinas "bolsillo™ como lo serian p107 y p130 en el caso de humanos.
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Un dato interesante que apovaria el hecho de la existencia de una proteina RBR de ~65 kDa
en maiz, proviene de experimentos en donde se estudiaron las interacciones en extractos
totales de endaspermo entre proteinas RBR de maiz vy la proteina LeMS| de tomate, un homo-
logo de las proteinas humanas RbAp48, RbAp46 vy la Msi 1de levadura. En estos experimentos
se esperaba la Interaccion de LeMS! con una protelna RBR de ~96 kDa, lo cual no se observo,
aungue si se detectaron dos proteinas de union a Rb de ~60 y ~65 kDa, asl como una proteina
de ~40 kDa (Ach et al., 1997b). Aungue de estos experimentos los autores concluyen que
puede tratarse de proteinas de interaccion con LeMSi diferentes a las RBRs, el tamario de las
proteinas es sugerente, pues es muy similar al gue en nuestros experimentos hemos detecta-
do con un anticuerpo dirigido contra el “bolsillo A/B* de una proteina RBR. A manera de especu-
lacion, estas proteinas podrian ser productos de degradacién de la proteina de ~100 kDa, pues
ademas, en nuestros experimentos se detectan en donde la protelna de mayor tamano no esta
presente.

Es Interesante suponer que al igual gue la fosforilacion, la protedlisis pudiera ser un mecanismo
de regulacion de las funciones de las proteinas RBR en plantas, especificamente en maiz. Sin em-
bargo, es necesarlo comprobar primero si efectivamente las proteinas RBR son proteolizadas
especificamente /7 vive, y no un resultado del proceso de extraccion. La obtencién de un anticuerpo
dirigido contra la proteina ZmRBR permiti|d que los estudios de niveles de la misma en diferentes
tejidos o en diferentes estados de desarrollo de la planta sean méas precisos.
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% El gen de ~9.5 kpb contenido en la clona AFix 11 8.1.4.2., denominado ZmRBR codifica una
protefina RBR (relacionada a retinoblastoma) gue tiene una alta identidad en sus regiones
exonicas traducibles y no traducibles, a nivel de nucledtidos, con los cDNAs £8Rs de maiz
reportados previamente. No se tiene conocimiento de secuencias de genes KBRs publica-
das hasta la fecha en la literatura.

% El gen ZmRBR presenta una alta identidad en sus regiones exdnicas con los cONAs RBR de
maiz reportados, pero no es del 100% con ninguno de ellos, lo que permite pensar que
ZmRBR podria ser un den diferente a los que originan los transcritos RRBI, RREZ2 y ZmRb].
Ademds, los Indicios presentados en este trabajo sugieren que existe mas de un gen R8Ren
el genoma de maiz, por lo que ZmRER seria un miembro mas de esta familia multigénica.

% En la caracterizacion del gen se identificd un ATG en marco vy un codon de terminacién TGA
que ayudo a la definicidn de la region 3'-UTR, que es donde mayor variabllidad se encuentra
entre los cONAs RBR de maiz vy el gen ZmRBR. También se Identificd un sitio putativo de
inicio de la transcripcion que permiti definir a su vez a la regién 5- UTR.

% Por comparacion de la secuencla de ZmRBR con la de los cDNAs RBR de maiz se identificaron
en el gen 16 exones y 16 intrones, con secuencias de corte de intrones y empalme de
exones, ¢t y ag, conservadas. Ademas, ZmRBR esta flanqueado por un retroelemento, carac-
teristica que se ha observado en otros genes de maiz.

% La estructura del gen ZmRER difiere del gen Rb de humano tanto en tamafo, numero de
intrones y exones y la organizacion de éstos.

% La proteina deducida a partir de las regiones traducibles del gen y a la cual se denominé
ZmRBR, se compone de 867 aminoacidos y tiene un tamano calculado de ~95 kDa; presenta
las caracteristicas conservadas en las proteinas RBR de malz y en las pRb de mamiferos, tales
como la presencia de dos dominios conservados, llamados “bolsilios* A y B, sitios S/T-P sus-

ceptibles a fosforilacion por complejos ciclina/CEKs, una sefial de localizacién nuclear y una
cisteina en una posicién equivalente a ia Cys706 de pRb de mamiferos, aminoacido esencial
para las funciones de la proteina como Inhibidor de la proliferacion celular.
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% la presencia del transcrito R8R se detectd en hoja y tallo de plantulas de maiz, aunque no en
raiz ni en semilla seca, o que Indica que la expresion del gen ZmRBR no ocurre en todos los
tejidos. Es posible, entonces, que los distintos genes RFR tengan una expresion diferencial
en tejidos y estadios de desarrollo de la planta. El Incremento en el nivel de transcrito de
ZmRBR en tefldos diferenciados de maiz es similar a lo que ocurre en células animales, en
donde el mensaje de pRb se incrementa notablemente en tejidos diferenciados, lo que
indicaria la posible participacion del gen en el proceso de diferenclacion de la planta, no asi
en tejidos qulescentes como son el embridn y el eje embrionario de la semilla seca.

% La presencia en tejidos diferenciados de maiz de proteinas RBR de un tamario entre 95 y 100
kDa, relacionadas antigénicamente y entre las que probablemente se encuentra ZmRBR,
sudiere la participacion de la proteina ZmRBR, asl como de las otras proteinas RBR en el
proceso de diferenciaciéon de la planta de maiz.

Hasta ahora se ha caracterizado la estructura del gen ZmRBRY se han hecho las primeras aproxi-
maciones al estudio de su expresién y en la deteccidon de los niveles de la proteina en diferen-
tes tejidos de la planta de malz. Sin embargo todavia quedan por contestar preguntas
fundamentales sobre el papel de éstas proteinas en el desarrollo v diferenciacion en el maiz v,
mientras mientras no se tengan plantas cuyo(s} gen(es} RBR sea(n) eliminado(s) de manera que
permita(n) estudiar los fenotipos resultantes, se pueden utilizar otras aproximaciones moleculares
y bioguimicas para determinar sk

e jexiste una expresion tejido o estadio de desarrollo especifico de los diferentes genes
RBR de maize,

« jla proteina ZmRBR tiene una funcién como Inhibidor de la proliferacion celutar en las
plantas, similar a la que tiene pRb en las células animales?,

» ;la actividad de ZmRBR se regula por fosforilacion?, si asi fuera ;qué tipo de cinasas la
fosforilan?,

o ;50n protelnas de tipo ciclina/CDK como las que se han descrito que fosforilan a proteinas
RBR de otras plantas?,

» ;ZMRBR forma complejos en la planta con protefinas tipo E2F vy tipo histona desacetilasa
como lo hace pRb de animales, © bien con proteinas proplas de la planta?,

« ;50 estos complejos se forman, se mantienen en diferentes estadios de desarrollo de la
planta, por ejemplo en la proliferacion y la diferenciacion, o durante la guiescencia y la
germinacion de semillas de maiz, e inclusive durante la apoptosis, procesc en donde
pRb juega un papel importante en células animales?.

88




BIBLIOGRAFIA

Ach, R_A_, Durfee, T., Miller, A.B., Zambryski, P.C., Hanley-Bowdoln, L.. and Gruissem, W. {1997 a) RRB1 and
RRB2 encode maize retinoblastoma-related protelns that Interact with a plant D-type cyclin and geminivirus
replication protein. Mol. Cell Biol. 17, 5077-5086.

Ach, R. A, Taranto, P, and Gruissem, W. (1997 b} A conserved family of wWD-40 pioteins binds to the
retinoblastoma proteln in both plants and animals. The Plant Cell 9, 1595-1606.

Altschul, S. £, Madden, T. L., Schéffer, A. A, Zhang, }., Zhang, Z., Miller, W., and Lipman, D. . {1997)
Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of proleln database search programs. Nucl. Acids Res.
25, 3389-3402.

Ausubel, F. M., Brent, R., Kingston, R. E., Moore, D. M., Seidman, J. G., Smith, |. A., and Struhl, K.(eds.){1992)
Short Protocols in Molecular Blology, 2nd ed., Greene Publishing Assoc. and Wiley & Sons, New York,

Baldi, A. , Boccia, V., Claudio, P. P, De Luca, A., and Giordano, A. {1996} Genomlc structure of the human
retinoblastoma-related Rb2 / p130. Proc. Nath. Acad. Scl. USA 93, 4629-4632.

Bartek, |., Bartkova, |., and Lukas .( 1996) The retinoblastoma proteln pathway and the restriction point.
Curr. Opin. Cell Biol. 8, 805-814,

Bariek, J., Bartkova, ]., and Lukas J. {1997) The retinoblastoma protein pathway in cell cycle control and
cancer. Exp. Cell Res. 237, 1-6.

Bernards, R., Schackleford, G. M., Gerber, M. R., Horowitz, |. M., Friend, S. H., Schartl, M., Bogenmann, E.,
Rapaporl, . M., McGee, T., Bryja, T. P. and Weinberg, R. A. (1989) Structure and expression of the murine
relinoblastorna gene and characterization of lis encoded protein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6474-6478.

Berndt, N., Dohadwala, M. and Liu, CW.{1997) Constitutively active protein phosphatase 1 alpha causes Rb-
dependent G1 arrest In human cancer cells. Curr. Blol. 7, 375-386.

Bhattramakki, D. and Kriz, A. L. {1996) Nucleotlde sequence analysis of a novel gfobudin 1 null allele from
the lllinois high protein strain of maize. Plant Mol. Biol. 32, 1215-1219.

Bookstein, R., Lee, E.Y-H. P, To, H., Young L., Sery, TW., Hayes, R.C., Friedmann, T., and Lee W.-H. { 1988)
Human retinoblastoma susceptibility gene: genomic organization and analysis of heterozygous Intragenic
deletion mutants. Proc. Nail. Acad. Sci. USA 85, 2210-2214.5

Bradford, M. M. { 1976} A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram guantities of
protein utllizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem. 72, 248-254.

Brehm, A.. and Kouzarldes, T. (1999} Retinoblastoma proteln meets chromatin, Trends Biochem. Sci. 24,
142-145.

Buchkovich, K., Duffy, L. A. and Harlow, E. (1989} The retinoblastoma protein is phosphorylated during
specific phases of the cell oycle. Cell 58, 10971105,

89



N7 CARACTERIZACIGN DEL GEN ZmRBR DE MAIZ

Cobrinik, D., Dowdy. 5. F., Hinds, P. W., Mittnacht, S., and Winberg, R. A. {1993) The retincblastoma protein
and the regulation of cell cycling. Trends Biochem. Sci. 17, 312-315.

Coppola, |. A., Lewis, B. A., and Cole, M. D. {1990} Increased retinoblastoma gene expression is associ-
ated with late stages of differentiation In many different cell types. Oncogene 5, 1731-1733.

Corpet, F. {1998) Multiple sequence alignment with hierarchical clustering. Nucleic Acids Res. 16, 10 881-
10 860.

Chellapan, S. ., Hiebert, 5., Mudryj, M. , Horowltz, |. M., and Nevins, |. R. {1991} The E2F transcription
factor is a cellular target for the RB protein. Cell 65, 1053-1061.

Chen, P-L., Scully, P, Shew, J-H., Wang, ]. Y. ]., and Lee, W.-H. { 1989) Phosphorylation of the retinoblas-
toma gene product is modulated during the cell cycle and cellular differentation. Cell 58, 1193-1198.

Dahl, M., Meskiene, |., Bigre, L., Ha, DTC, Swoboda, |., Hubmann, R., Hirt, H. , and Heberle-Bors, E.{(1995)
The D-type alfalfa cyclin gene qgomsd complements G1 cyclin-deficient yeast and is induced in the G1
phase of the cell cycle. Flant Cell 7, 1847-1857,

De La Porta, S. L., Wood, |. A., and Hicks, |. B. {1383) A plant DNA minipreparation version 1l. Plant Mol.
Blol. Rep. 1, 19-21.

DeCaprlo, |. A., Furukawa, Y., Aichembaum, F., Griffin J. D., and Livingston, D. M. {1992) The retinoblas-
toma -susceptibliity gene product becomes phosphorylated In multiples stages during cell cycle entry
and progression. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 1795-1798.

DeCaprio, ). A., Ludlow, |. W., Figde, |., Shew, ]. Y., Huang, C. M., Lee, W. H., Marsllio, E., Paucha, E., and
Livingston, D. M. (1988) Sv40 large tumor antigen forms a speclfic complex with the product of the
retinoblastoma susceptibility gene. Cell 54, 275-283.

DeCaprio, J. A., tudlow, J. W., lynch, D., Furukawa, Y., and Griffin, J. {1989) The product of the retinoblas-
toma susceptibility gene has properties of a cell cycle regulating element. Cell 58, 1085-1095.

Destree, 0. H., Lam, K. T, Petersen-Maduro, L. J., Elzema, K., Diller, L., Gryka, M. A., Frebourg, T, Shibuya, E. and
Friend, S. H. (1992). Structure and expression of the Xenapus retinoblastoma gene. Dev. Blol. 153, 141-149.

Doonan, |. and Fobert, P. {1997) Conserved and novel regulators of the plant cell cycle. Curr. Opin. Cell Biol.
9,824-830.

Dowdy, S.F, Hinds, PW., Louie, K., Reed, S.1., Amnold, A., Weinberg, R. A.(1993). Physical interaction of the
retinoblastorma protein with human D cy¢lins. Cell 73, 499-511.

Du, W., vidal, M., Xie, |. E. and Dyson, N. {1996) RB8£ a novel RB+elated gene that regulates E2F activity and
Interacls with cyclin Ein Drosophifa. Genes Dev. 10, 1206-1218.

Dyson, N., Buchkovich, K., White, P. and Harlow, E. (1989} The cellular 107 K protein that binds to adenovirus
E1A also assoclates with the large T antigen of SV40 and JC virus. Cell 58, 249-255.

Endo, T. and Goto, S. (1992} Retinoblastoma gene product Rb accumulates during myogenic differentia-
tion and is deinduced by the expression of SV40 large T antigen. |. Biochem, 112, 427-430.

Ewen, M. E., Sluss, H. K., Sherr, C. ). Matsushime, H., Kato, |.-Y ., Livingston, D. M. (1993) Functional interac-
tions of the retinoblastoma protein with mammalian D-type cyclins. Celt 73, 487-497.

90




C NN NN N ON NN N N NN NN NNNNNNNNNNHNNNNNHNNJN

BIBLIOGRAF(A

Friend, 5. H., Horowltz, |. M., Gerber, M. R., Wang, X. F., Bogenmann, E., Li, F. P. and Welnberg, R. A. {1987}
Deletions of a DNA sequence In retinoblastomas and ‘mesenchymal tumors: organization of the se-
quence and Its encoded proteln. Proc. Natl. Acad. Scl. USA 84, 9059-9063.

Fountain, M. D., Murray, |. A. H. , and Beck, E. (1999} Isolation of a full-length cDNA encoding a retincblas-
toma {Accesslon No. AJ011681) proteln frorm suspension cullured photoautolophic Chenopodium Rubrum
L. cells. Plant Physlol. 119, 363,

Georgieva, E. 1., Lopez-Rodas, G., Hiltmair, A., Feichtinger, M., Brosch, A. and Loldi, P. (1994) Maize embiyo
germination. I. Cell cycle analysls. Planta 192, 118-124.

Geraghty, D., Peifer, M.A., Rubensiein, I. and Messing, . (1981) The primary structure of a plant storage
protein: zein. Nucl. Aclds Res. 9, 5163-5174.

Goodall, G. ). and Fllipowicz, W. (1989) The AU-rich sequences present In the Introns of plant nuciear pre-
mMRNAs are required for splicing. Cell 58, 473483,

Goodrich, D.W., Wang, N. P, Qlan Y-W,, Lee, E.Y.-H.P, Lee, W-H. (1991) The retinoblastoma gene prod-
uct regulates progression through the G1 phase of the cell cycle. Cell 67, 293-302.

Goodrich, D. W. and Lee, W.-H. (1993) Molecular characterization of the retinoblastoma susceptibility
gene. Blochem.Biophys. Acta 1115, 43-61.

Grafi, G., and Larkins, B. A. (1995) Endoreduplication in maize endosperm: involvement of M phase -
promoting factor Inhibitlon and induction of S phase-related kinases. Science 269, 1262-1265.

Grafi, G., Burnett, R. )., Hetentjaris, T., Larkins, B. A., DeCaprio, J. A., Sellers, W. R., Kaelin, and W. G. Jr. {
1996) A maiz cDNA encoding a member of the retinoblastoma protein family: involvement in
endoreduplication. Proc. Nall. Acad. Sci. USA 93, 8962- 8967.

Gutierrez, C. (1998)The retinoblastoma pathway in plant cell cycle and development. Curr. Opin. Plant
Biol. 1, 492-497.

Hensey, C_E., Hong, F., Durfee, T, Qlan, Y. W,, Lee, E. Y., and Lee, W. H. (1994} Identification of discrete
structural domains in the retinobfastoma protein. J. Blol. Chem. 269, 1380-1387.

Henry, A. M. and Damerval, C.(1997) High rates of polymorphism and recombination at the Opague-2locus
in cultivated maize. Mol. Gen. Genet. 256, 147-157.

Herwing, S. and Strauss, M. {1997} The retinoblastoma protein: a master regulator of cell cycte, differen-
tiation and apoptosis. Eur. |. Biochem. 246, 581-601.

Hiebert, S. W., Chellapan, S. P, Horowitz, |. M. and Nevins, J. R. {1992]The Interaction of RB with E2F
colncldes with a Inhibition of the transcriptional activity of E2F. Genes Dev. 6, 177-185.

Hinds, P. W., Mittnacht, S., Dulic, V., Amold, A, Reed, 5. |, Weinberg, R. A. (1992) Regulation of retinoblas-
toma protein functions by ectopic expression of human cyclins. Cell 70, 993-1006.

Hong, F. D., Huang, H.4. 5., To H., Young, L. 5., Oro, A.{1989) Structure of the human retinoblastoma gene.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 5502-5506.

Hu, Q.]., Dyson, N., and Harlow, E. {1990} The reglons of the retinoblastoma protein needed for binding to
adenovirus E1A or Sv40 large T antigen are common sites for mutations. EMBO J. 9, 1147-1155.

91




f\‘}'}‘f/J CARACTERIZACION DEL GEN ZmRBR DE MAIZ

Huntley, R., Healy, S., Freeman, D., Lavender, P, de Jager, S., Greenwood, |., Makkert, |, Walker, E., Jackman, M.,
Xie, Q.. Bannisler, A. ., Kouzarldes, T., Guti¢mez, C., Doonan, . H., and Muray, J. (1998) The malze retinoblas-
toma protein homologue ZmRb1 Is regulated during leaf development and displays conserved interaciions
with G1/5 regulators and plant cyclin (D-Type) protelns. Plant Mo, Biol. 37, 155-169.

inoue, H., Nojima, H., and Okayama (1990} High efficiency transformation of £scherichia coli with plas-
mids. Gene 96, 23-28.

inze, D., Gutiérrez, C., and Chua, N.-H. {1999) Trends in plant cell cycle research. Plant Cell 11, 991-994.

Jacks, T., Fazell, A., Schmitt, E. A., Bronson, R. T., Goodell, M. A., and Weinberg, R. A. {1992} Effects of an
Rbmutation in the mouse. Nature 359, 295-300.

Jager, SM. and Murray, ). A. H. (1999} Retinoblastoma protelns in pfants. Plant Mol. Blol. 41, 295-299.

Janicke, R. V., Walkr, P. A, Lin, X. Y. and Porter, A. G. (1996) Specific cleavage of the retinablastoma protein
by an ICE-llke protease in apoptosis. EMBO | 15, 6969-6978.

Kaye, F. |, Kratzke, R. A., Gersler, ). L., and Horowitz, J. M. (1990} A single amino acid substitution results
in a retinoblastoma protein defective in phosphorylation and oncoproteln binding. Proc. Natl. Acad. Scl.
USA 87, 6922-6926.

Kitagawa, M., Higashl, H., Jung, H. K., Suzukl-Takahashi, ., Ikeda, M. et al. {1996) The consensus molif for
phosphotilation by cyclin D1-Cdk4 Is different from that for phosphorylation by cyclin A/E-Cdk2. EMBO J.
15, 7060-7069.

Ko, C. H., Brendel, V., Taylor, R.D.. and Walbot, V. (1998} U-richness Is a defining feature of plant introns
and may function as an intron recognition signal in maize, Plant Mol. Blol. 36, 573-583,

Lee, E.Y.-H. P, Chang, Ch.-Y, Hu, N, Wang, Y-Ch.|., Lai, Ch.Ch., Hefrup, K., Lee, W-H., and Bradley, A. {1992)
Mice deficlent for R&are nonviable and show defects in neurogenesis and haematopolesls. Nature 359,
288-294.

Lee, |.-O., Russo A. A., Pavletich, N.P. { 1998) Structure of the retinoblastoma tumour-suppressor pocket
domaln bound to a peptide from HPV E7. Nature 391, 859-865.

Lee, W.-H., Bookstein R, Hong, F., Young L., Shew, |.-Y. and Lee, E. Y.-H. P.{1987a} Human retinoblastorma
susceptibility gene: cloning, identification, and sequence. Science 235, 1394-1399.

Lee, W. H., Shew |. Y., Hong, F. D., Sery, T. W., Donoso, L. A., Young, L. ., Bookstein, R., and Lee, E. Y. {1987b)
The retinoblastoma susceptibllity gene encodes a nuclear phosphaprotein assoclaled with DNA binding
activity. Nature 329, 642-645.

Lees, |. A., Buchkovich, K. )., Marshak D. R., Anderson, C. W., Harlow, E. (1991) The retinoblastoma protein is
phosphorylated on multiple sites by human ¢dc2. EMBO . 10, 4279-4290.

Ludlow, ). W., DeCaprio, . A., Huang, C. M., Lee, W. H., Paucha, E., and Livingston, D. M. {1989) Sv40 large
T antigen binds preferentially to an underphosphorytated member of the retinoblastoma susceptibility
gene product family. Cell 56, 57-65.

Luehrsen, K. R. and Walbot, V. {1994) Intron creation and polyadenylation in maize are directed by AUHich
RNA. Genes Dev. 1, 1117-1130.

92



Ol BIBLIOGRAFIA

= Lukas,)., Batkova, |, and Bartek, J. (1996} Convergence of mitogenic signalling cascades from diverse
classes of receptors on the cyclin D/cdk-pRbcontrolled G1 checkpolint. Mol. Cell. Blol. 16, 6917-6925.

= Maclachlan, T.K., Sang, N., and Glordano, A. (1995) Cyclins, cyclin-dependent kinases and Cdk Inhibitors:
Implications in cell cycle control and cancer. Critical Reviews in Eukaryotic Gene Expression 5, 127-156.

= Mancini, M. A, Shan, B., Nickersan, ). A., Penman S., and Lee W.-H. (1994) The retinoblastoma gene product
is a cell cycle-dependent, nuclear matrix- associated proteln. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 418-422.

s Mayol, X, Grana, X., Baldi, A., Sang. N., Hu, Q. and Giordano, A. (1993) Cloning of a new member of the
retinoblastoma gene family which binds 0 the E1A transforming domain. Oncogene 8, 2561-2566.

=  Mionov, V., De Veylder, L., Van Montagu, M., and Inzé, D. {1999) Cyclin-dependent kinases and cell division
in plants: the nexus. Plant Cell 11, 509-521.

= Mittnacht, S, and Winberg, R. A. {1991} Phosphorylation of the retinoblastoma protein Is associated with
an altered affinity for the nuclear compartment. Cell 65, 381-393.

= Mittnacht, S. (1998} Control of pRB phosphorylation. Curr. Opin. Genet. Dev. 8, 21-27.

= Nakagami, H., Sekine, M., Murakami, H., and Shinmyo, A. (1999) Tobacco retinoblastoma-elated protetn phos-
phonylated by a distinct cyclindependent kinase complex with Cdc2/cydlin D in vitro. Plant |. 18, 243-252.

»  Nevins, J. R. {1992) E2F: a link between the Rb tumor suppressor proteln and viral oncoprotelns. Science
258, 424-429.

= Nigg, E. A.{1995) Cyclin-dependent protein kinases: key regulators of the eukaryotic cell cycle. BioEssays
17, 471-480. .

« Pardee, A B.(1989)G1 events and regulation of cell proliferation. Science 246, 603-608.

«  Pedersen, K., Devereux, |, Wilson, D, R,, Sheldan, E. and Larkins, B. A. {1992} Cloning and sequence analysis
reveal structural variation among related zein genes In maize. Cell 29, 1015-1026.

=  Ping Dou, Q. and Bing, A. (1998) RB and apoplotic cell death. Front. Bloscl. 3, 419-430.

«  Planas-Sliva, M.D. and Weinberg, R. A, {1997} The restriction polnt and control of cell profiferation. Curr.
Opin. Cell Biol. 9, 768-772.

*  Ramirez-Parra, E., Xle, Q., Boniott, M. B. and Gutlerrez, Crisanto (1999). The cloning of plant E2F, a retino-
blastoma-binding protein, reveals unique and conserved features with animal G1/S regulators. Nucl.
Acids Res, 27, 3527-3553.

= Riley, D.]. Lee, EY-H.P, and Lee W-H. (1994) The retinoblastoma pratein: more than a tumor suppresor.
Annu. Rev. Cell Biol. 10, 1-29.

= Rogalsky, V., Todorov, G., and Moran, D. {1993} Translocation of retinoblastoma protein assoctated with
tumour cell growth Inhibition. Blochem. Blophys. Res. Commun. 192, 1139- 1146.

= Rustgl, AK., Dyson, N., and Bermards, R. (1991) Aminoc-terminal domains of c-myc and N-myc proteins
mediate binding to the retinoblastoma gene product. Nature 352, 541-544.

93



(\‘{-{-r - CARACTERIZACION DEL GEN ZnRBR DE MAIZ

W
YA )
&

*  Sambrook, ., Fritsch, E. F., and Maniatis, T. M. {(1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed. CSH
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.

«  Sekine, M., lto, M., Uemukal, K., Maeda, Y., Nakagami, H., and Shinmyo, A. (1999} Isolation and characteriza-
tion of the E2Fike gene in plants. FEBS fett. 460, 117-122.

= Shen, B., Camnelro, N., Torres-erez, |, Stevensan, B., McCreery, T., Helentjarls, T. Baysdorfer, C., Almira, E.,
Ferl, R. ], Habben, ). E., and Larkins, B. (1994) Partial sequencing and mapping of clones from two maize
cDNA libraries. Plant Mol. Biol. 26, 1085-1101.

«  Sher, CJ.{1994) G1 phase progression: cycling on cue. Cell 79, 551-555.

= Sherr, C.). and Roberts, J. M. {1995) Inhibitors of mammalian G1 cyclin-dependent kinases. Genes Dev. 9,
1149-1163.

= Sherr, C).{1996). Cancer cell cycles. Sclence 274, 1672-1677.

= Slacks, R. S, Hamel, P. A, Bladon, T. 5., Gill, M., and Mc Burney, M. W. {1993} Regulated expression of the
retinoblastoma gene in differentiating embryonal carcinoma cells. Oncogene 8, 1585-1591.

« Sonl, R, Carmichael, ).P, Shah, ZH., and Murray, |. A. H. { 1995} A family of cyclin D homologs from
plants differentially controlled by growth regulators and containing the conserved retinoblastoma pro-
tein interaction motif. Plant Cell 7, 85-103.

» Turcich, M.P, Bokhari-Riza, A., Hamiiton, D. A, He, C.. Messler, W.,, Stewart, C- B., and Mascarenhas, |.P.
{1996) PREM-2, a copla-type retroelement in maize Is expressed preferentially in early microspores. Sex.
Plant Reprod. 9, 65-74.

* WangN.P, Chen PL, Huang, S-H., Donoso, L. A., Lee, W.-H., and Lee E.Y.-H.P. (1990) DNA binding activity
of retinoblastorna protein is intrinsic to Its carboxyl -terminal region. Cell Growth Differ 1, 233-239.

«  Welch, P). and Wang, ]. Y. (1995} A C-terminal protein- binding domain In the retinoblastoma protein
regulates nuclear ¢-Abl tyrosine kinase in the cell cycle. Cell 75, 779-790.

= Weinberg, R. A. (1995) The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell 81, 323-330.

= White, 5. and Doebley, . (1998} Of genes and genomes and the origin of maize. Trends Genel. 14, 327-332.

»  Xe, Q. Suarez-Lopez, P, and Gutlerrez, C.(1995) Identificatfon and analysis of a retinoblastoma binding
motifin the replication protetn of a plant DNA virus: requirement for efficlent viral DINA replication. EMBO

{14, 4073-4082.

s Xe, Q. Sanz-Burgos, A. P, Hannon, G.J. , and Gutlerrez, C_{ 1996) Plant cell contain a novel member of
the retinoblastoma family of growth regulatory proteins. EMBO . 15, 4900-4908.

= Zacksenhaus, E., Bremner, R., Phillps, R. A., and Gallie, B.L. (1993) A bipartite nuclear localization signal in
the retinoblastoma gene product and its importance for biclogic activity. Mol. Cell. Biol. 13, 4588-4599,

= Zarkowska, T., Harlow, E., Mitinacht, S. {1997) Monoclonal antibodies specific for underphosphorylated

retinoblastoma protein identify a cell cycle regulated phosphorylation site targeted by CDKs. Oncogene
14, 249-254.

94



APENDICE A

SOLUCIONES Y MEDIOS

A) SOLUCIONES

* AMORTIGUADOR DE CARGA (DNA)
Azul de bromofenol al 0.25 %

Glicerol al 50%

Na EDTA-2H,0 2.0 mM, pH 8.0

s AMORTIGUADOR DE DESFOSFORILACION CIAP 10X
Tris-HCl 50 mM
EDTA 0.1 mMm

* AMORTIGUADOR DE DILUCION CIAP
Trietanolamina 30 mM pH 7.6

NaCl 3.0 M

MgCl, 1.0 mM

ZnCl, 0.1 mM

*« AMORTIGUADOR DE ELECTRODOS 10X
Trizma-base 250 mM, pH 8.3

Glicina 1.92 M

SDS al 1%

» AMORTIGUADOR DE EXTRACCION DE DNA GENOMICO
Tris-HCI 0.1 M pH 8.0,

NazEDTA-ZHZO 50mmM pH 8.0,

NaCl 0.5 M,

1.5ml de g-mercaptoetanol

60 ml de SDS al 20%.
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* AMORTIGUADOR DE EXTRACCION DE PROTEINAS
Tris 70 mM pH 7.5

MgcCl, 1.0 mm

KCl 25 mm

Na, EDTA-2H,O 5.0 mM, pH 8.0

Sacarosa 0.25 mM

f-mercaptoetano! 15 mm

Tritdbn X-100 al 0.1 %

* AMORTIGUADOR GTE
Glucosa 50 mm

Tris 25 mM pH 8.0
Na,EDTA-2H,0 10 mM pH 8.0

* AMORTIGUADOR DE LIGACION 10X (pH 7.5)
Tris-HO 20 mMm

EDTA 1 mM

Ditioeritritol 5 mMm

KCl 60 mM

* AMORTIGUADOR PBS 1X { pH 7.3)
NaCl 137 mM

KCl 2.7 mM

Na,HPO,-7H,0 4.3 mM

KH,PO, 1.5 mm

* AMORTIGUADOR TAE 1X (pH 8.0)
Trizma base 40 mM,

Acido acético glacial 20 mm
Na,EDTA-2H,0 2.0 mM.

* AMORTIGUADOR TE {(pH 8.0)
Tris-HCl 10 mM
Na,EDTA-2H,0 1.0 mM

* AMORTIGUADOR TOLERANTE AL GLICEROL GTE 20 X
Taurina 0.570 M

Na,EDTA.2H,0 10 mM

Tris-base 1.78 M

¢+ REACTIVO DE BRADFORD
Azul Briliante de Coomassle G al 0.05 % (p/v)
HCIO, al 5.2 % (v/v)

» SOLUCION ALCALINA DE LISIS
NaOH 0.2 N
SDS al 1%
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+ SOLUCION ANODICA 1 {1X)
Trizma base 0.3 M, pH 10.4
Metanol al 4%

* SOLUCION DE BLOQUEO (PROTEINAS)
PBS 1X

Leche descremada Sveltes al 5%

Tween 20 al 1.2%

e SOLUCION CATODICA 3 (1X)
Acido e-amino -n caproico 40 mM, pH 7.2
Metanol al 4%

* SOLUCION DESNATURALIZANTE
NaCl 1.5 M
NaOH 0.5 M

e SOLUCION DE DETENCION DE LA REACCION DE SECUENCIACION
Formamida al 95 % (v/v)

EDTA 20 mM

Azul de bromofenol al 0.05 % (p/v)

Xiién cianol al 0.05 % {v/v)

» SOLUCION FIJADORA DEL GEL DE SECUENCIACION
Metanol al 10% (v/v)
Acido acético glaclal al 10% (v/v)

« SOLUCION DE HIBRIDACION (DNA)

SSC 4X (NaCl 0.6 M, Nacitrato-2H,0 0.06M)

Solucién de Denhardt 5X (Ficoll 400, polivinilpirrolidona y
la fraccién V de la albimina sérica bovina, todos al 0.1 %)
SDS al 0.5 % (p/v)

DNA de esperma de salmén 0.1mg/ml

» SOLUCION DE NEUTRALIZACION ( pH 8.0)
Tris-HCl 0.5 M
NaCl 1.5 M
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B) MEDIOS

* AGARIB

Peptona al 1% {p/v)

Extracto de levadura al 0.5 % (p/v}
NaCl 170 mM

Agar al 1.5 % (p/v)

* MEDIO 1B

Peptona al 1% (p/v)

Extracto de levadura al 0.5 % (p/v)
NaCl 170 mMm

* MEDIO SOB (pH 6.7-7.0)
Peptona al 2 % (p/v)

Extracto de levadura al 0.5% (p/v)
NaCl 10 mm

KCl 2.5 mM

MgCl, 10 mm

MgSO, 10 mM

s MEDIO SOC

Peptona al 1.6 % (p/v)

Extracto de levadura al 0.4 % {p/v)
Nadl 136 mM

Glucosa 20 mm

« MEDIOTE (pH 6.7)

Pipes (acido plperazinodietanosulfonico) 10 mm,
MnCl, 55 mM

Cacl, 15 mM

KCl 250 mM
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APENDICE B

Enzimas de restriccion utilizadas en los ensayos de Southern blot, clonacion y la
caracterizacion del producto de PCR ( Material y Métodos).

Secuencia de
Enzima Género, Especie y Cepa reconocimiento
Bam HI Badlllus amylofiguefadiens H. GV GATCC
FcoRl E. colf RY13 GVAATTC
Hind Haemophilus influenzae Rd AVAGCTT
Kpnl Klebsiella pneumoniae GGTACYC
Sau 3A1 Staphylococcus aureus 3A VGATC
_ spei Sphaerotilus species  AVCIAGT
Sst1 Streptomyces stanford GAGCTVC
Tagi Thermus aquaticusYT-1 T CGA
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