UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

CLONACION DE GENES INVOLUCRADOS
EN LA REGULACION DE LA MEIOSIS

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TI{TULO DE

BIOLOGO

P R E S ENT A
EMILIANO VILLORDO PINEDA

FACULTAD DE CIENCIAS LT 7 CIEN
UNAM




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



VNIVERADAD NACJONAL
AVPNMA DE
MEXIco

MAT. MARGARITA ELVIRA CHAVEZ CANO
Jefa de la Division de Estudios Profesionales de la

Facultad de Ciencias
Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo de Tesis:

CLONACION DE GENES INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DELA MEIOSIS.

realizado por EMILIANO VILLORDO PINEDA
con numero de cuenta  8608454-9 , pasante de la carrera de BIOLOGIA
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente
Director de Tesis DR ENRICO PEROTTI ?&. ) i
Propietario 72
Propietario DRA. SARA FRIAS VAZQUEZ

% 4
Propietaric M. en C. ELSA ESPINOSA HUERTA M
AV,

Suplente  DR. RENE CARDENAS VAZQUEZ Qa{(

Suplente M. en C. MARIA BERENIT MENDOZA GARFIAS ]J,/—\—ﬁ

FACULTAD DE CIENCIAS
U.N.AM.

Consejo Departamental e  BIOLOGIA
Esln TS e A

DRA. EDNA MARIA SUAREZ DIAZ.




DEDICATORIA

ﬁ.'

Mis Padres, Flia y Emiliano por ofrecerme siempre su confianza, apoyo y paciencia.
Y e fran enserado que trabayar es [a mejor manera de triunfar como Ao y como persona.
A mi Mamd, Por que fia sacrificado parte de su vida por mi superacion.

A Dolores Villordo, quien simpre me quiso en silencio a pesar de todo.
Por su apoyo y caririo. Por su fuersa y corgje.
Por su altruismo.

A Luis Villord, quien tuvo (a serenidad para ablar y callar.
Por su constancia y paciencia. Por su opgullo y compresion.

Por su alegria.

A Erif Villordo, guien tuwo ef corgge de soportar el peso de una famiia.
Por su curiosidad e idealismo. Por su impetu y jovialidad.

Porsu erfzferfo.

A Carlos Flores, por la tranquilidad y el Blenestar de su nueva fanalia.

Por su pm;ﬁrza’a.

A Elsa Espinosa, quien siempre me a apoyado.
Por su carifio y alegria. Por su confianza y prudencia.

A Camila VWlords, Por la nueva alegria que trae dentro de ella.
Por su nueva esperanza.
Por su nueva luz.

A [z memoria de
Miguel Pineda Oliver y mis abuelos Venancio y Ofelia Villordo
Derncarsen et Paz

A4 TODOS GRACIAS



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Auténoma de México y 2!
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
por haberime Lrindado la oportunidad de realizar mis estudios ¢ investigacion.

Al Dr. Enrico Perotti, Dra. Sara Frias, Dr. René Cirdenas, M.C. Elsa Espinosa y
M.C. Berenit Mendoza, por aceptar formar parte de mi consejo.
Por la orientacién, apoyo y consejos al presente trabajo.

A el Dr. David Hoisington y el Dr. Yves Savidan, por el apoyo brindado.

A Enrico Perotti, Daniel Grimanelli, Mireille Khairallah y Marilyn Warburton,
por sus consejos y su amistad.

A todos los compaferos del Centro de Biotecnologia Aplicada del CIMMYT.

A mis profesores y compaiieros de la Universidad.

A Isaac Génzalez, por su amistad, apoyo y por su ayuda durante todo este tiempo.

A Héctor Guillén por su amistad, apoyo y confianza en mi.

A Roberto Martinez e Isaac Rosas por su inolvidable compaiifa.

A Elsa por su amor e incondicionalidad.

El mas sincero agradecimiento a Enrico Perotti, por haberme guiado en todo la
investigacién y redacci6n del trabajo, por dedicarme parte de su valioso tiempo,
por su pasciencia, ensefianza y sobre todo, por su amistad y respeto.

Gracias Perotti.

w




Clonacion de Genes Involucrados en fa Regulacion de fa Meiosis

RESUMEN ..o oot eee e e e e e s et e eetea e e e ea e ey e e aa et e e aa e e s aas e e erae s am s s ra s b e en e et b et e e e s an s e e s s et 3
INTRODUGCCION ... oo e et e st e et et e et a et e h s e ea oot s e e sad e et aan et 4
REVISION DE LITERATURA .........c.oooiooieeeeeiieeeeee e e eia et e e et a e e e e 6
N ZI S N - I T OO PP PRSP P PP PP P LIRS TIED 6
LT T T L ST T PP P PP PP PP PRSPPI PP SRR PPRAS 6
TS T i Lot TV T T U VPSPPI PP YOI PP PRP P PEPPRREPE 6
T T YT OO PP OO OO O TSP PP PP RIS ST 7
TEAPOTEANCIA L. .+ e et eais e et e oo e e e e e bt e b e e e e n e L e oL L 8
P T Tl Vo1 s 17 T U PP OTI YOS ORTTOPI PP PSS 10
N 0 e N T T PSPPSR P PSPPI T PPPRES 12
el T LI s TSNP TP PPPPRPRPPT PRI PRSPPI 12
FaSES A0 12 IMBIOSIS «evvneenneeenesten e et tmasss e e aaeeee e et sst et hene b b e ae e een e s e e e e et rar s s b n e sa e e b b s r gt 12
Reproduccién de SaccharommyCes CoreviSiQe .. .o..oueuviiiiiininssiiens i st 14
REGULACTON GEIMTCA oottt ettt eaeb e e bbb s 16
EXPIESION (8 GEIES . 1.retttreireiei et aiat e ee e e e e e e e oL et Lo o oL s £ e e b 16
Checkpoints de 1 MEIOSIS ... oc.uirr it e 17
Genes Involucrados en la Regulacién de la Meiosis de Succharomyces cerevisiae.........ooooovvviiiiiiiiinies 18
COMPARACION BITTRE CGEIES INVOLUCRADOCS BN LA WMEBIOIIS BN DIFERENTES
[ 2 <0 U TP POPUS U RPPRPS PSP PE PP 20
MATERIAL Y METODO ... oo ee ettt e e a e a e 23
MATERIAL BIOLOGIC Uittt ettt ettt es s ob e ra s ea s e a bbb 23
A= A G N U1 1 TOTTUTTRT T U TR U OO PSP P OO TP PP PP 23
T e e LT P U UTUSTEEP PR PP PO PSP 24
o R L T M Ll i o T TPV PUTITTOTO PP PP 25
AMIPIIICACION . 1ottt cc et et b e e 26
CIONACION Q& SPOIZ € IMEL .o e e et e s et e et et b s s e e a e e ettt et st et e e ne et s e 28
Secuenciacion y COmparacion de SCCUBNCIAS ... .viera ruieeosittb ettt et 30
HIbridacion ¥ CAMOEIATIA ... ..uvviteteiceiiee ottt s i a e b LT e L h o r b e bbbt e 30
RESULTADOS .ot e ettt e e e et e e et e e et et eeaae s ee s e s insa s e e e n s b b as e b bbb bbb e a et e e e e e s e e e e o 32
PARTE [ Gen PO B e e et s e et e e e e s 32
R e R T T il s T UT U T OO PO YOO VPO P PR P 32
HIEDTIACIOI: v o veee e e s e e e e s e et e e e et et ees e san s e e et an e nen st e nea s e s aa e e rrr e e g e R n e s an ey e e r e e n et naa e n e ey 34
R T E R R L 7 T OO P OIS UP SO UPIU PR OTPPUPTP PP 36
LT ey L1 T T P P R 38
2T N o O O G T R 1% SO S U U PR UR R 39
IMET €1 LEVAGUTA « oo e e e e e e et et et et e e e e e e e e e ae et et e e e s e e ame s m e r e mmr b e e b s s et a e e e aa e 39
L 1o a1 2T 1 ¢ VU U N 42
B g A LI U v 43
O ur 11 e 17 WP PO P P T PRI P TIE 45
DISCUSION ..o e et 46
[ 2T N o G T TV 2 3 T PP N 46
PARTE I Gum HMIE L oo oo et et et et ar e e s e cem e e e e seae et et s s b b en e et 48



Clonacion de Genes Involucrados en la Requlacicn dc (a Meiosis

CONCLUSTONES ..o oo e e et aaas e sy e e e e ettt e s e e s b e reem e e Ss b eb s e oS e et s b e s s e T s e b n e e 51
LITERATURA CONSULTADA ...........ccoiueeetieeeeieeeereciee s aeas e b st a b 53
A PENDICE ..o et eee tt et e e s s e et et nan e e aas e e de s a e e b na s sisaneereena e 58
Aislamiento de DNA enomico de MaiZ . .oooiieeiiiii oo 58
Aniamiento de DNA gendmico de LEVAQUIAL......iiiiriisieeiee e e as st 59
CUANUEICACION A8 DINA ..o\ eetee ettt oottt e ot e e e n e r e e bt 60
Electroforesis n Sl de ABATOSA ... \\\tee teieae ettt eas st e ees e e abr e oo 60
Transferencia a membrana de NYION ... 61
MAECAJE 8 SOMBA ..o .\ eoeeetee et tete et tese e es e e eb e ob e s e h o E L 62
Hibridacién y deteccién de sondas marcadas con digoXigenina.........couvieeioiiiernninin i 63




Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de (a Meiosis

A W\ esumen

La apomixis es un tipo de reproduccién asexual que se caracteriza por una falla en la meiosis
(apomeiosis). La apomixis fija el vigor hibrido, cualquier combinacién que presente la variedad cultivada
conservard el genotipo de origen materno. La produccién de semilla hibrida y el proceso de seleccitn
podrian simplificarse si la caracteristica apomictica fuera transferida a cultives de reproduccién sexual
como el mafz. Y mucho mejor si esta caracteristica se presentard en el mismo genoma de maiz, como gen
ortélogo para el gen que controla la apomixis, es decir, que se presente el mismo gen cn diferentes
especies, pero gue su forma alélica sea posiblemente diferente.

En la apomixis adn se desconoce la cantidad de genes involucrados, por lo que el fin del presente
estudio es contribuir a la investigacién y localizacién de aquellos genes que participan en el proceso
apomictico, principalmente en la apomeiosis.

La meiosis es un proceso altamente conservado y evolutivamente importante. En la levadura
Saccharomyces cerevisiae se conocen los gemes que regulan tal proceso. Por lo que en el presente estudio
se postula la existencia de genes oridlogos para la falla de la meiosis entre S. cerevisiae y Zea mays. Para
ello se estudian dos genes importantes en la induccidn de la meiosis en levadura: SPOJ3 e IME!l, genes
checkpoint de la meiosis.

El objetivo del presente estudio es la clonacion de los posibles genes checkpoint en Ja meiosis del
maiz de acuerdo con genes de levadura. Asi mismo, cstos genes se postulan como ortSloges, come una
alternativa a la posible presencia de la apomixis (apomeinsis) en las plantas sexuales.

Se clonaron los genes SPOI3 ¢ IME] de levadura: ¥ SPOI3y Y IMEI. Para SPO!3)la homologia fue
de un 97.1% en 517 pares de bases (pb) comparadas con el gen SPOJ3 de GenBank de NCBI, ademds se
demostré que en 153 aminodcidos comparados existe una similitud del 96% con la proteina especifica de la
meiosis, Para el clon Y IMEI. la homelogia con el gen de [IME] de GenBank, fue del 98.5% en 686 pb
comparadas, en 207 aminodcidos comparados tiene una homologfa del 99% con la proteina inductora de la
meiosis en S. cerevisiae. Todo lo anterior confirma que los clones obtenidos son amplificados de los genes
SPOI3 ¢ IMEI, por lo que el manejo y las técnicas utilizadas durante el proceso experimental fueron
adecuadas.

Sin embargo, la comparacién de secuencias entre ¢l clon de maiz 18 SPOI3 y el gen SPOI3 de
GenBank demostré un porcentaje del 31.4% de similitud con 560 pb involucradas. Para el caso del clon HJ
IME], se observé unicamente el 31.9% de homologia con 700 pb involucradas, Por lo tanto, podemos
mencionar que los clones obtenidos no se trata de los genes ortdlogos de levadura en mafz.

La hibridacién para ambos clones de maiz con los respectivos clones de levadura, demuestra un
reconocimiento  entre la secuencia de levadura y algunas bandas de mafz, ya que son capaces de
reconocerse e hibridarse, adn ante una fuerte astringencia. Esto nos puede indicar la existencia de posibles
genes ortélogos entre ambas especies. Para corroborar  esto, debemos probar otros clones, clones que
posiblemente presente diferente  peso molecular al esperado, ya que desconocemos la presencia de
intrones en el genoma de maiz.

Los resuitados del presente (rabajo permiten demostrar la existencia de cierta homologia u
ortologia de estos genes entre dos organismo distantes, por lo que es probable que podamos demostrar la
homologia entre diferentes genomas.




Clonacidn de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis

ntroduccion

En la plantas existen diferentes tipos de reproduccion: la sexual y asexual. En la
primera existen cambios génicos debido a la mezcla de genomas durante la meiosis y la
fecundacién. La meiosis, es la divisién celular que estd destinada a dar origen 2a los
gametos, esto implica dos divisiones celulares originando células con la mitad del
nimero cromosémico de su progenitor, a este proceso celular se le considera
altamente conservado y evolutivamente importante.

La reproduccién asexual se basa principalmente en la duplicacién integra del
organismo a partir de la célula madre. Existen diferentes formas de reproduccion
asexual entre ellas la apomixis. La apomixis, es la reproduccion asexual por medio de
semilla en donde la apomeiosis (falla de la meiosis) y la partenogénesis (desarrollo del

embrién sin fecundacién) son dos fases importantes del proceso.

Ambos tipos de reproduccién presentan ciertas ventajas. L.a reproduccién
sexual origina variabilidad del genoma por medio de la recombinacién y la
fecundacién de los gametos. Mientras que en la reproduccion asexual, la fijacién de
las caracteristicas fenotipicas y genotipicas son una ventaja importante para la

conservacién de variedades y/o razas de especies.

La introduccién del cardcter apomictico a una planta sexual, es decir, el
remplazo de la reproduccién sexual por la asexual, tiene muchas implicaciones
biolégicas, genéticas y evolutivas; sin embargo, puede representar grandes ventajas
en cultivos de interés para ¢l hombre. Introducir el cardclter apomictico a especies
cultivables resulta importante en el mejoramiento genético, debido a que fija el vigor
hibrido en las semillas hibridas originadas.

Actualmente se intuye que el cardcter apomictico se encuentra regulado por
un gen o un grupo de genes ligados, dentro de los cuales se encuentran aquellos que
estan regulando la apomeiosis, es decir la falla de la meiosis. Por lo que seria
importante saber cuales son los genes que estan regulando dicho proceso celular.

La levadura Saccharomyces cerevisiae tepresenta un excelente modelo para tal

propdsito, debido a que esti completamente determinada su secuencia de DNA,y es un
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organismo que se reproduce en forma asexual o sexual de acuerdo a su medio. Se han

identificado aquellos genes que regulan ta meiosis.

La induccién de la meiosis es regulada por un conjunto de genes tempranos en
S. cerevisiae, y que estos genes podrian presentar una homologia entre diferentes
especies, por ser una funcién conservada y de suma importancia a través del tiempo
evolutivo. Entonces, se puede suponer que el proceso apomictico o especificamente la

apomeiosis, se debe a la falla de un o algunos genes que participan en la meiosis.

En el presente (rabajo, se presenta un estudio de clonacién de los posibles
genes checkpoint en la meiosis de maiz, en base a genes checkpoint de levadura, como
genes ortélogos a una alternativa a la posible presencia de la apomixis en las plantas

sexuales, el cual tuvo como objetivos generales:

I. Amplificar, aislar y clonar las secuencias de nucleétidos correspondientes i

los genes SPOI3 e IME! de la levadura Saccharomyces cerevisiae y de Zea muays.

2. Comparar la secuencia de nucledtidos y aminodcidos de los clones con una
base de datos (GenBank), para determinar la bomologia de las secuencias entre ambas

especies.
3. A través de un andlisis cartogrifico, se determinari la posicién cromosdémica

de los clones SPQI3 e IME! en mafz, y su posible relacién con el gen elongate (ell), que

se postula como ortélogo del gen que controla la apomixis.
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evision de I iteratura

APONMIXIS

Generalidades

Apomixis se define como la reproduccién asexnal por medio de semilla, en
donde se presenta un fracaso en la meiosis (apomeiosis) y el desarrollo de un embrién
sin fecundacién (partenogénesis), originando una descendencia genéticamente igual
a la planta madre (Stebbins, 1950; Nogler, 1984a). Asker y Jerling (1992) la definen
como la capacidad de formar un embrién sin la reduccién en su nimero cromosémico.
El embrién apomictico puede formarse directamente de una megaspora madre no

reducida, o de una célula somdtica de la nucela o del ovario.

La apomixis, representa un potencial econéwmico importante debido a la fijacion
y conscrvacién del genotipo de origen materno, generacién tras generacién. La
produccién de semilla hibrida y el proceso de seleccién podrfan simplificarse siempre
y cuando, la caracteristica apomictica fuese transferida a cultivos de reproduccién
sexual como el arroz, trigo o maiz (Hanna y Bashaw, 1987; Hanna, 1995).

Clasificacion

El caricter apomictico se ha identificado entre otras plantas en las
angiospermas, aproximadamente en 300 especies incluidas en 35 familias (Asker vy
Jerling, 1992) de las cuales, las familias Gramineae, Compositae y Rosaceae integran el
75% de las plantas apomicticas (Nogler, 1984a; Richards, 1986).

Existen dos formas principales para la formacién de los embriones apomicticos.
La primera, es denominada apomixis esporofitica o embrionia adventicia, y la
segunda, apomixis gametofitica o agamospermia gametofitica (Gustafsson, 1946; Asker
y Jerling, 1992).
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En la apomixis esporofitica, se desarrolla una planta a partir de un embridn
que se origina de una célula somdtica del ovario (nucela o integumento) de la planta
madre, sin el desarrollo de un sace embrionariv. Este tipo de apomixis se presenta en
plantas emparentadas con naranjos o limoneros (Asker y Jerling, 1992; Keltunow,

1993).

Dentro de la apomixis gametofitica existen dos modalidades: la diplosporia y la
aposporia (Rieger et al., 1976; Asker y Jerling, 1992). En la diplosporia se desarrolla el
saco embrionario a partir de la célula reproductora (megaspora), la falla en la meiosis
forma directamente una megaspora funcional, que a su vez experimenta mitosis,
formando 8 nucleos en donde todos tendrin un nimero cromosémico diploide (figura
1). Este proceso sc presenta en plantas de los géneros Elymus (emparentado con el
trigo), Tripsacum (emparentado con el maiz) y en las compuestas como Taraxacum
(Richards, 1986; Asker y Jerling, 1992). En la aposporia, el saco embrionario se forma
cuando una célula somitica de la nucela (tejido central del ovario) forma de manera
directa la megaspora, ésta se divide por mitosis dando origen al saco embrionario
(figura 1), el cual puede tener cuatro u ocho nicleos segin el tipo de aposporia
{Nogler, 19384b).

Genética

En los estudios de genética de la apomixis, mencionan que se presenta una
herencia simple y dominante sobre la sexualidad. Sin embargo, aln no se conoce con
exactitud el tipo de herencia que presenta (Mogie, 1988; Hanna, 1995).

La mayoria de los trabajos sobre el control genético de la apomixis son acerca
de la apomeiosis, especificamente en la aposporia. Por ejemplo, en Bothriochloa-
Dichanthium (Harlan et al., 1964), Panicum maximun (Savidan, 1982) y Ranunculus
auricomus (Nogler, 1984b) se demostré que la apomeiosis en las especies apospéricas
es de herencia simple y dominante sobre la sexualidad (Savidan y Dujardin, 1992). Lo
gque fue confirmado por estudios realizados en especies como Cenchrus ciliaris
(Sherwood et al., 1994), en el género Brachiaria {Do Valle y Savidan, 1996) y en una
poblacién hibrida Fl entre Zea mays y Tripsacum (Leblanc et al., 1995; Grimanelli,
1997, Espinosa, 1998).
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Figura 1. Esquema general comparativo entre la apomixis gametofitica
y el proceso sexual {1. células antipodales; 2. niicleos polares; 3. oosfera y 4.
sinérgidas).

Estudios recientes demuestran que la regulacién de la apomixis no esta
controlada por un conjunto de genes, sin embargo, sugieren la posibilidad de un
conjunto de loci ligados. Es decir, cualquiera que sea el nimero de genes involucrados
se comportan como un solo gen. Ya que se observa una restriccién a la recombinacidn
de los marcadores ligados a la zoma responsable de la diplosporia (Grimanelli, 1997,
Espinosa, 1998).

Asi como es importante definir la herencia genética de la apomeiosis, también
lo es para la herencia genética de la partenogénesis. Savidan (1982) y Mogie (1992),
plantean la hipétesis de que la partenogénesis es una consecuencia pleiotrépica de la
ausencia de la meiosis, es decir, que él o los genes que controlan la apomeiosis tienen
efectos sobre la regulacién de la partenogénesis, debido a que la partenogénesis es

cosegregante con la apomeiosis.

Importancia

En las pricticas tradicionales de cultivo cuando se crea una variedad hibrida
mejorada, la siguiente generacién presentard diferencias fenotipicas originadas por
la segregacién. Es dificil mantener a un cultivo con caracteristicas constantes de
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generacién en generacién, por lo que puede ser interesante encontrar una estrategia
que pueda facilitar las practicas de cultivo, y la conservacién del germoplasma. La
apomixis podria ayudar a fijar el vigor Librido (cuaiquier germoplasma) generacion
tras generacién, y facilitar las practicas de cultivo (favoreciendo los mecanismos de
fertilizacién) (Savidan y Dujardin, 1992; Savidan y Berthaud, 1994; Hanna, 1995).

La apomixis es un modo de reproduccién que permite simultinecamente la
conservacién de un genotipo a través de varias generaciones, y su multiplicacién por
medio de semillas, esto beneficiaria a especies como el mafz (Savidan y Dujardin,
1992).

Sin embargo, se sabe muy poco acerca de su control genético y del impacto
potencial en las poblaciones de cultivo naturales en el campo. Se menciona que para
la transferencia del cardcter apomictico a especies cultivables como el maiz, se debe
realizar uma cruza hibrida entre variedades de una misma especie (hibridacidn
intraespecifica) o de especies préximas (hibridacién interespecifica) (Savidan 'y
Dujardin, 1992). Tal es el caso del maiz (especie sexual) y Tripsacum (especies
apomicticas) (Leblanc et al., 1995 y Grimanelli, 1997).

En cultivos de maiz, la introduccién del cardcter apomictico ha sido impedido
por factores tales como: la restriccién a la recombinacién entre los cromosomas de la
especie silvestre y la cultivada, la ocurrencia de la esterilidad en los hibridos, y una
pobre produccién de semillas en la progenie de las plantas (Rieger et al., 1976; Asker y
Jerling, 1992; Leblanc et al, 1995; Grimanelli et al., 1997).

La mayoria de las plantas presentan un ciclo de vida sexual. El maiz por
ejemplo, se reproduce sexualmente, es decir, intervienen gametos haploides para dar
origen a un nuevo individuo. En el maiz como en otros organismos, se presenta un
ciclo de vida con alternancia de generaciones, en donde se observa un esporofito
diploide y un gametofito haploide, separadas por la meiosis y la fecundacién. La
meiosis y la fecundacién, permiten a la progenie tener una combinacién genética
finica y diversa, incrementando la variabilidad genética y la adaptabilidad a los
cambios ambientales.
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Herramientas Alternas

El analisis de segregacién no s suficiente para concluir acerca de un modelo
genético sencillo de la apomixis, debido a que no se sabe con certeza si la apomixis esta
regulada por uno o varios genes, COmo es el caso de la apomixis en Tripsacum (Leblanc
et al., 1995). Sin embargo, existen otras alternativas para identificar él o los genes quec
estdn involucrados en el proceso apomictico. Por ejemplo, los elementos transponibles

(transposones) y la utilizacién de genes candidatos.

Los elementos transponibles o transposones son secuencias de DNA de tamafio
variable, "saltan” y se incorporan al azar a lo largo del genoma, produciendo
mutaciones e inhibiendo la funcién del gen receptor, no dependen de la
recombinacién y en algunos ¢asos son secuencias conocidas (Walbot, 1996). Producen
diversidad genética y son elementos tan NuUmMerosos que pueden llegar a representar
del 10 al 50% del genoma de un organismo (Capy ef al., 1998). Estos elementos pueden
ser interesantes debido a que pueden inhibir de manera aleatoria la funcién de
nuestro interés, y de esta manera seria posibie identificar el gen de interés, para

nuestro caso el gen que controla la apomixis.

Los genes candidatos son aquellos que se encuentran relacionados con una
caracteristica especifica en genomas de diferentes especies, es decir, que se trate de
genes similares. En el caso de la apomeiosis, se postula encontrar estos mismos genes
en el maiz, pero no con las mismas formas alélicas (Ahn vy Tanksley, 1993). Otra de las
razones para pensar esto, es la existencia de relaciones de parentesco entre Tripsacum
y maiz. Esto sugiere que los genes involucrados en la expresién apomictica en
Tripsacum, se podrian encontrar en el genoma de maiz, es decir, que existan genes
ortélogos (genes que divergen de un solo gen y que al paso del tiempo evolucionaron
junto con la especie, presentando diferentes formas alélicas).

Como ejemplo tenemos el estudio de un mutante de maiz elongate (ell), con
caracteristicas similares al proceso apomictico. El mutante elongate, presenta un
nimero variable de gametos no reducidos fecundados, caracteristica similar a la
diplosporia. Grimanelli, 1997 y Espinosa, 1998, mencionan que debido a la alta
colinearidad de genomas entre maiz y Tripsacum (apomictico) para la zona que
controla la diplosporia, hace suponer que se trate del mismo gen pero en diferentes

formas alélicas.
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Posiblemente, algunos de los genes que participan en la meiosis de la levadura
sean ortélogos en otros organismos. Nugroho y sus colaboradores (comunicacién
personal), realizan estudios con geneg gGuc inducen el proceso meibtico en
Saccharomyces cerevisiae, obteniendo una homologia del 70% en 375 pares de bases,
entre el posible gen homélogo RIMI1 de levadura y arroz, RIM11 codifica para una
cinasa encargada de la induccion para los genes IME] ¢ IME2. De esta manera se puede

hallar una alternativa molecular al estudio de la apomixis.

La levadura S. cerevisiae, se ha utilizado como un modelo para el estudio de la
biologia molecular, siendo uno de los eucariotas més itiles para estudiar la regulacién
génica, debido a su pequefio genoma y a la duracién de su ciclo celular, por lo que su
manipulacién experimental resulta sumamente facil (Watson ef al., 1983).
Actualmente se ha secuenciado su genoma completamente  que consta de
aproximadamente 6,200 genes (Goffean et al., 1996; Goffeau et al., 1997; Wodicka et al.,
1997).

Al mismo tiempo, en la levadura se pueden estudiar algunos fenémenos muy
complejos propios de los eucariotas, como la estructura de los cromosomas, las divisidn
meidtica y mitética, etcétera (Watson et al., 1983). Se han aislado y localizado cientos de
mutaciones que afectan a la nutricién, la sexualidad, la divisién celular y la

sensibilidad a las radiaciones en este organismo (Watson et al., 1983).

La levadura es particularmente interesante para el estudio genético, porgque
puede mantenerse en estado haploide o diploide de acuerdo a su medio ambiente; se
puede inducir a la meiosis en las c€lulas diploides y obtener células haploides. La
ingenieria genética molecular en levadura ha permitido avanzar considerablemente
en la biologia molecular de los eucariotas (Watson et al., 1983; Darnell et al., 1986), lo
que ha convertido a este organismo en un modelo adecuado para el estudio de genes.
Ahi la importancia del estudio de genes involucrados en la meiosis de la levadura para

este trabajo.
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WEITOSTS

Generalidades

La meiosis, es la divisiéon celular que estd destinada a dar origen a los gametos
(Darnell et al., 1986). La produccién de gametlos asegura que cada uno de estos
contendrd un representante de cada par de cromosomas homélogos de cada progenitor
(Strickberger, 1993).

Es un proceso altamente conservado (lino er al, 1995), en el cual, los eucariotas
generan células haploides que participan en la reproduccién sexual (McCarroll y
Esposito, 1994).

La replicacion del DNA premeidtico es seguida por la meiosis I, primera
divisién que resulta de Ja segregaciéon de cromosomas homélogos. La segunda division
es ecuatorial, meiosis 1I, en donde las cromdtidas hermanas separadas generan cuatro
nicleos haploides (Darnell er al, 1986) (figura 2).

Fases de la Meiosis

La meiosis estd dominada por la profase en la divisién meidtica I, puede ocupar
hasta un 90% del periodo meidtico total. En este momento, cada cromosoma estd
formado por dos cromdtidas estrechamente unidas. En la fase de leptoteno, se han
condensado los cromosomas mostrdndose como una larga y fina hebra. Se considera la
fase zigoteno, cuando se inicia la sinapsis entre cromosomas homélogos, comienza
entonces la formacién del complejo sinaptonémico. Durante la etapa del paquiteno,
ocurren sucesos de entrecruzamiento cromosémico, en donde cada par de cromosomas
homélogos se mantiene unidos por un complejo sinaptonémico, cada suceso de
entrecruzamiento estd mediado por un gran nédulo de recombinacién y da lugar a la
formacién del quiasma. Finalmente en el diploteno, se disgrega el complejo
sinaptonémico, para luego entrar a la etapa de transicién entre la profase I y la
metafase 1 (Darnell et al., 1986; Griffiths et al., 1996).

12
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La variacién genética conseguida en la profase I es debido al entrecruzamiento
o intercambio de material genético entre cromdtidas de cromosomas homdélogos, por

tal motivo, las cromdtidas hermanas somr difercnics unas de otras (Alberts, 1983).

En la metafase [ se alinean los pares sindpticos en el plano ecuatorial de la
célula. Para la anafase I las cromdtidas hijas permanecen unidas por sus centrémeros
y los cromosomas de cada par se desplazan hacia los polos. En la telofase [ aparece una
membrana alrededor de cada grupo de cromosomas (Darnell er al, 1986; Griffiths et al.,
1996) (figura 2).

Una segunda divisién celular (acontecimientos similares a la mitosis sin
replicacién del DNA) en donde cada cromdtida hermana se segrega hacia una célula
haploide distinta (Alberts, 1983) (figura 2).
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Figura 2. Esquema gencral de la meiosis.

La recombinacién  genética entre los cromosomas durante la meiosis
proporciona un nueve surtido de genes, derivado de la recombinacién de ambos
progenitores. Asf, a través de los ciclos de la haploidia, fusién, diploidia y meiosis,
desaparecen las antiguas combinaciones de genes y se crean otras nuevas. Entonces,
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la participacién de la recombinacién en la meiosis es importante por la diversidad

generada en la informacién genética (Alberts, 1983).

La reproduccién sexual ha sido favorecida por la evolucién debido a la
recombinacién genética al azar, ya que aumenta las probabilidades de producir por lo
menos algunos descendientes que sobreviviran en un ambiente cambiante de forma
impredecible. La sexualidad presenta grandes ventajas, dado que ha sido adoptada por
la gran mayoria de los organismos (Alberts, 1983).

Sin embargo, la reproduccion asexual también tiene sus ventajas como: la
fijacién del germoplasma, y asi reproducir y/o preservar integro el genoma de
variedades de maiz y otros cultivos, objetivo substancial de la investigacién en la

apomixis.
Por ende, es importante conocer tanto el funcionamiento de los procesos de

reproduccién, en este caso la meiosis como los procesos de regulacién dados por los

genes.

Reproduccién de Saccharomyces cerevisiae

La mayorfa de la levaduras crecen en la naturaleza como organismos diploides,
formando esporas haploides a y o como respuesta a ciertos cambios ambientales. Al
germinar las esporas haploides forman células o colonias a y o. Dos células del tipo
reproductor opuesto se fusionan regularmente para dar origen a células diploides
(Reed y Peppler, 1973; Darnell er al, 1986) (figura 3).

En condiciones de crecimiento favorables, las células diploides se reproducen
asexualmente por gemacién. La falta de nitrégeno o la ausencia de fuentes de carbono
fermentable (glucosa) en células diploides, causa la salida del crecimiento vegetativo
para entrar a la meiosis y la formacién de esporas (Darnell et al., 1986, Park et al.,
1996). Las condiciones de inanicién son necesarias para inducir la meiosis (Mitchell 'y
Bowdish, 1992).

La célula diploide forma una pared resistente llamada asca, en cuyo interior se

lleva a cabo la meiosis, de modo que los cromosomas se reparten independientemente
formando cuatro ascosporas haploides (Klapholz y Esposito, 1980) (figura 3). Si el asca
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vuelve a un medio favorable, las parejas de esporas se fusionan entre ellas para
formar células diploides (Darnell et al., 1986).
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Figura 3. Ciclo de vida de Saccharomyces
cerevisiae. Durante su ciclo de vida, Ja levadura puede
reproducirse  en forma sexuval o asexual de acuerde a su
medio.

La esporulacién de las levaduras presenta  diversas ventajas para la
investigacién, ya que pueden obtenerse mutantes que bloqueen etapas especificas de
la meiosis; también, puede inducirse la meiosis sincrénica en gran cantidad de
levaduras diploides (Darnell et al, 1986).

Para nosotros es importante conocer el proceso meidtico en la levadura,
principalmente debido a la posible ortologia entre levadura y maiz para el o los genes
que controlan la meiosis. Y que conociendo esto se extrapolaria a las plantas, ya que
una falla en la meiosis se verd reflejado en su reproducciéon. y dando acceso

posiblemente a la apomeiosis.
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RECULACION GBmica

Expresién de Genes

La expresién de los genes estd regulada por numerosas proteinas que
presentan dominios tales como: hélice-giro-hélice, homeodominio, dedos de zinc,
cremallera de leucinas, hélice-bucle-hélice, etcétera. La actividad de un gen es el
resultado de la accién de muchas proteinas que actian en sinergia. Estas protefnas son
capaces de fijarse al DNA en sitios especificos, y bloquear o favorecer la expresién de
estos en funcién de las necesidades de la célula. Cada una de estas protefnas estd
codificada en un gen. Si todos los genes de un organismo estuvieran codificando al
mismo tiempo, todas las células fabricarian las mismas proteinas, y por lo tanto, serian
idénticas, por lo que €s necesario un mecanismo de regulacién génica (Chouard vy
Yaniv, 1994).

Las células especializadas se diferencian unas de otras en virtud de las
proteinas que producen. Gran parte del control de la expresién génica en que s¢
basan cstas diferencias, parecen actuar al nivel transcripcional del DNA (Alberts,
1983).

Las proteinas reguladoras son capaces de fijarse en las proximidades de sus
genes blanco, como respuesta a sefiales procedentes del exterior ¢ interior de la
célula. Debido a estas propiedades, la expresién de los diferentes genes puede
controlarse en funcién a la situacién fisiolégica de las células o del organismo
(Chouard y Yaniv, 1994)

El ciclo celular esta regulado por un conjunto de reacciones enzimdticas, e€n
donde las proteinas claves son las cinasas (Murray, 1992). Ademds, evidencias
experimentales proponen que el ciclo celular es regulado por un gen o un conjunto
de genes claves, cuyo proceso es denominado checkpoint o genes checkpoint, estos
genes claves cuentan  con la informacién necesaria para el control de su
retroalimentacién que fue identificado por medio de organismos mutantes (Hartwell
y Weinert, 1989; Nurse, 1991: Murray, 1992).

La meiosis en la levadura Saccharomyces cerevisiae €5 un proceso que ha

demostrado ser inducido por factores del medio ambiente, factores que regulan y/o

inducen la expresién de genes tempranos de la meiosis. Estos genes tempranos, son los
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responsables de la cascada de expresién para los genes que controlan el proceso

Checkpoints de la Meiosis

En 1971, Masui y Smith descubrieron que los ovocitos de rana que llevan a cabo
la meiosis, contenfan una substancia capaz de inducir este proceso. Masui denomind a
esta substancia factor promotor de la maduracién (FPM). Este factor fue aislado en
1988 y fue tomado como el posible regulador de la mitosis y la meiosis (Murray y
Kitschner, 1991). El FPM es un complejo proteinico que es activado una vez que se ha
fosforilado, y se llegé a considerar como un checkpoint para el ciclo celutar (Murray,
1992).

Otra substancia que participa en el desarrollo del ciclo celular es la ciclina,
substancia que desaparece al final de la mitosis, debido a su degradacién y
acumulacién durante la interfase. Tal fluctuacién sugeria la posibilidad de que la
ciclina fuera la molécula que regulaba este proceso de divisién. Estudios de la ciclina
con mRNA demostraron su participacién en la divisién meidtica. Existiendo dos clases
de ciclinas: la que regula la entrada en mitosis y meiosis, y la que controla la
replicacién del DNA (Murray y Kirschner, 1991).

Las formas mutantes mei6ticas se identifican cuando se detienen algunos
procesos especificos del ciclo, debido probablemente a la modificacién de un gen que
regula los diferentes procesos y que son importantes para que continde la divisidn
meiGtica. Estos genes cruciales forman el grupo que se conoce como genes del ciclo de
divisién celular (CDC); por su actividad quimica a las proteinas CDC se les incluye
dentro de las cinasas.

En la actualidad se conocen aproximadamente 300 genes que participan en el
ciclo celular y mitosis de S. cerevisiae, y 600 en meiosis (Goffeau et al., 1996; Goffeau et
al., 1997). De los 600 genes meidticos sélo unos cuantos figuran como genes checkpoint
(figura 4) (Su y Mitchell, 1993; Steber y Esposito, 1995).
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Figura 4. Esquema que muestra un posible mecanismo
de accion de los genes responsables en la induccién de la
meiosis. En donde [IMEI es pricticamente el gen central del
proceso. Los genes IMEI, UMES, SPC13 y RIMII principalmente
son considerados como genes checkpoint.

En suma, los checkpoint son genes importantes para la activacién del ciclo
celular, aumentado la fidelidad del proceso durante la reproduccién (Nurse, 1991). La
apomeiosis se puede originar de una alteracién en los checkpoint, ya que la ausencia
o inactividad de los checkpoint en la meiosis inhibiria completamente  la

reproduccién sexual.

Genes Involucrados en la Regulacién de la Meiosis de Saccharomyces
cerevisiae

El esquema de la figura 4 muestra a los genes inductores de la meiosis, en donde
IME] participa como un gen central, controlado tanto por reguladores negativos
(RMEI, IME2, glacosa y nitrégeno) como positivos (IME4, RIMI, RIMS8, RIM9, RIMII,
RIM13 y MCKI). La asociacion entre IMEI-UMEG induce a los genes SPOI, SPOI1, SPOi2
y SPO/3, que a su vez inducen la formacién de esporas (Smith y Mitchell, 1989; Smith
et al., 1990; Su y Mitchell, 1993; Mitchell y Bowdish, 1992; Steber y Esposito, 1995).
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El gen IME! es importante debido a que es un gen checkpoint de la meiosis, la
inhibicién de IMEJ! en S. cerevisiae bloquea ¢l proceso meidtico. IMEL es esencial para
inducir la meiosis, afn cuands no es requerido para el crecimiento de la levadura (Lee
y Honigberg, 1996; Rubin-Bejarano, 1996). Sin embargo, la sobrexpresién de IME! no
permite una total expresion de otros genes tempranos de la meiosis (Vidan y Mitchell,
1997); pero, cuando existen concentraciones idéneas de mRNA, no se podrd detener el
proceso de induccién meidtica, aiin cambiando a la levadura de su medio (Lee y
Honigberg, 1996). Mds ain, en células haploides la expresién de IME! puede ser téxico
e incluso letal (Mitchell y Bowdish, 1992).

La fosforilacién por medio de la proteina cinasa RIMII del gen IME!, permitird
la formacién del complejo entre IMEL y UMEG6 (Li y Mitchell, 1997, Malathi er al., 1997)
el cual iniciard el proceso meidtico.

UMEG6 es un gen importante en el proceso meibtico debido a que es un inductor
de los genes tempranos de la meiosis. El complejo entre las proteinas UMEG e IME] se
une a la secuencia promotora URS/ [T(A/G)G(C/G)CG(G/C)C(G/T)A] sitio que flanquea
casi todos los genes tempranos mei6ticos (Steber y Esposito, 1995; Xiao et al., 1996). Lo
que convierte a UMEG en un regulador del proceso (Steber y Esposito, 1995; Xiao et al.,
1996).

En la levadura §S. cerevisiae el producto final de la meiosis son las esporas
haploides (esporulacién), en la que participan  genes especificos de la meiosis
denominados SPO (Esposito y Esposito, 1974). De los cuales SPOI, SPOI1, SPOI2 y SPOI3
son considerados genes tempranos de la meiosis o genes especificos de la esporulacién
(figura 4) (Esposito y Esposito, 1974 Klapholz y Esposito, 1980; Klapholz et al., 1985;
Malone et al., 1991).

Se ha demostrado que SPOI3 es un gen requerido para llevar a cabo las dos
divisiones sucesivas de la meiosis (McCarroll y Esposito, 1994), y ademds, presenta la
secuencia promotora URSI (Buckingham et al., 1990).

Levaduras con SPQ/3 mutado produce esporas diploides, es decir, no hay
divisién reduccional, proceso similar a lo que sucede en la apomeiosis (Klapholz vy
Esposito, 1980; Malone y Esposito, 1981; Wang et al., 1987).

Diversos experimentos han demostrado que la expresién de SPOI3, ocurre

regularmente en condiciones de inanicién (Wang et al., 1987); ademds, la
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sobrexpresién de SPOI3 durante la meiosis causa un bloqueo transitorio en la
terminacién de la divisién de la meiosis 1 (McCarroll y Esposito, 1994),

COMPARACION BNTRE GENES INYVOLUCRADOS
BN LA MEIOSIS £ DIFERENTES ESPECIES

Kimura (1979) y su teoria neutralista de la evolucién molecular postula que la
mayoria de los genes mutantes no presentan ventajas adaptativas entre los genes a los

que sustituyen.

Los estudios de genética molecular han hecho posible comparar individuos
genéticamente emparentados, moléculas especificas de RNA vy proteinas son utilizados
para analizar la forma alélica de los genes y como son sustituidos durante la
evolucién. Esto permitié el estudio de la variabilidad de los gemes dentro de una misma
especie y llegar a la conclusién: que la mayoria de las sustituciones de nucledtidos
acaecidas en el transcurso de la evoluci6n, deben ser el resultado de la fijacién al azar
de mutantes neutros o casi neutros (Kimura, 1979).

Para cada proteina, la tasa de evolucién en términos de sustituciones de
aminodcidos por afio es pricticamente constante y muy parecida en las distintas filas
filogenéticas. Por ejemplo, en una cadena de aminodcidos de mamifero, la molécula de
la hemoglobina en la cadena o, tiene 141 aminodcidos, se da aproximadamente un
cambio cada siete millones de afos (figura 5). Por lo que la velocidad de evolucién de
una proteina, depende de que tantos cambios neutrales pueden aceptar en su
secuencia de aminodcidos, sin que se altere su funcién (Kimura, 1979).

El cédigo genético presenta tripletes de nucleétidos que codifican para un
mismo aminodcido (Griffiths, 1996), en donde el 70% de las sustituciones de
nucleétidos al azar afectan a la tercera posicién, son cambios sinénimos que no
conducen a ningin cambio de aminodcidos 'y dan lugar a la misma proteina. Asi, la
teoria de Kimura postula que los diferentes genes entre especies pueden tener
ninguna o casi ninguna diferencia, con respecto a la secuencia de sus aminodcidos
(Dickerson, 1972; Kimura, 1979).
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Comparacion de las frecuencias de
cambio de aminocacidos

fibrinopéptidos
160 -

hemoglobina

o
L=
=
*‘g /
o
=
T -~
o
> 80 -~
-
w -~
[=] .
g -~ citocromo G
- —_—
—
- —_— histonas
e ——" .. PO T e e e — e
240 400 €00 B840 1000

millcnes de afos
desde la divergencia de espacies

Figura 5. Reloj molecular. Mulaciones de nucledtidos a
través del tiempo evolutivo en diferentes proteinas.

Dickerson (1972), realizé un estudio al que denominé reloj molecular, él cual
consiste basicamente en comparar secuencias de aminodcidos de distintos organismos
de diferentes filogenias. Con la ayuda de férmulas matemdticas, el récord
paleontolégico y el porcentaje de aminoicidos diferentes entre dos organismos, se
obtienen resultados tales como el caso de la protefna histona IV, que presenta cambios
de sustituciones de aminodcidos casi nulo a través del tiempo evolutive, mientras que
proteinas como los fibrinopéptidos e incluso la hemoglobina presentan tasas de
cambios de aminodcidos excesivamente altos en comparacién con las histonas (figura
5).

La funcién de la histona IV involucra a casi todos los aminodcidos de manera
especifica, por lo que evoluciona muy lentamente, pues casi todas las mutaciones que
recibe alterarian su funcién y el organismo que lo presenta desaparece.

Nugroho y sus colaboradores (comunicacién personal), han realizado estudios
con arroz y Saccharomyces cerevisiae para determinar la similitud del gen RIMI1. Sus
resultados han determinado una homologia del 53% de identidad de aminodcidos para
RIMI1, por lo que es posible que se trate de un gen ortélogo.
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Otros estudios comparativos entre secuencias para genes involucrados en
alguna fase de la meiosis de la levadura S. cerevisiae son por ejemplo:

a) RADY (proteina del ciclo celular), es una proteina que tiene’ un 26% de
similitud con la rhp9 de Schizosaccharomyces pombe (Willson et al., 1997).

b) La proteina del gen CDC2 (proteina cinasa) de maiz, es un gen altamente
similar en diferentes especies, por ecjemplo, con Oryza sativa presenta un 93% de
identidad en 294 aminodcidos; en Chenopodium rubrum es 86% idéntico en 293
aminodcidos; en Allium cepa es 85% idéntico; 88% en Picea abies, 86% en Antirrhinum

majus; 86% para Petroselinum crispum.

¢) Se han realizado estudios de comparacién genémica entre maiz y levadura,
por ejemplo, entre el gen ERGS6 de levadura con el de maiz (proteina del endospermo C-
74 esterol metiltransferasa) mostrando un 46% de identidad en su secuencia de
aminodcidos. Este mismo gen presenta el 75% y 37% de identidad de aminodcidos, con
soya y Arabidopsis respectivamente {Grebenok, 1997).

Por lo anterior, se considera que hay pruebas que permiten suponer la

existencia de homologias de genes entre diferentes especies.
Por lo que en el presente trabajo tratamos de demostrar una posible homologia

de los genes responsables de la induccién de la meiosis, entre levadura y maifz, y por lo

tanto su ortologia para la apomeiosis.
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WATERIAL BIOLOGICO

El material biolégico utilizado fue el DNA de la levadura comercial
Saccharomyces cerevisiae y un hibrido de maiz Zea mays Hl del CIMMYT, hibrido
entre las lineas CLMI135 y CLMI39.

S. cerevisiae tiene genes importantes que estdn involucrados en la regulacidn
de la meiosis, tales como: [MEI, UMEG, SPOi3, IME2, IME4, RIMI11, entre otros. L.a
utilizacién de cualquiera de estos genes resulta sumamente interesante para el
presente trabajo. Los genes que se eligieron para clonar fueron aquellos que se
encuentran involucrados en la regulacién de la meiosis en S. cerevisiae: SPO13 elIME].

El gen SP0OI3 es de gran importancia por su participacién 'y relacién directa
con la esporulacién de S. cerevisiae (Klapholz y Esposito, 1980; Malone y Esposito, 1981;
Klapholz et al., 1985), ya que produce esporas diploides, fenotipo similar al que se da

en la apomeiosis.

IME!I es un gen central en la induccién de la meiosis (Mitchell y Bowdish, 1992;
Su y Mitchell, 1993). Su producto es un factor transcripcional requerido para la
expresién de otros genes como [ME2 (Smith y Mitchell, 1989), se activa cuando
disminuyen las concentraciones de nitrogeno 'y gluicosa como respuesta al medio

cambiante, iniciando asi la meiosis (Foiani et al., 1996).

WMETODOS

La extraccién del DNA genémico de maiz se realizé conforme a los protocolos del
Laboratorio de Genética Molecular Aplicada (AMGLab) del CIMMYT (Hoisington et al.,
1994). Para la extraccién de DNA gendmico de levadura, el protocolo se baso en el
propuesto por Ausubel et al. (1994), Protocolo de Biologia Molecular utilizando
levaduras liofilizadas (ver apéndice).
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La cuantificacién del DNA y las técnicas de electroforesis, PCR, marcaje de DNA,
transferencia  (Southern blotting) e hibridacién, fueron realizadas seguin los
protocolos del AMGLab del CIMMYT (loisingion er ai., 1994) (ver apéndice).

Diseiio General

El procedimiento de laboratorio se muestra en la figura 6, en donde se observa
de manera global el diagrama del proceso de laboratorio.

Extraceidn y Cuantificacion del
DNA gendmico de

Saccharomyces cerevisiae Zea mays

PCR PCR

J Electraforesis J Electroforesis
Aislar el Fragmente de Interés Aislar el Fragmento de Interés

/ de Levadura \ / de Maiz \
PCR PCR PCR PCR
Fragmento de Interés
marcado Electroforesis

Transfere ncia
r \

Ligacién del fragmento
Memb
embrana oon DNA - iicado al Vector (pGem-52f(s))

y

Ligacion del fragmento
ampiificado al Vector (pGem-5Zf{+))

Hibridacidn

Y
Transformacion y Transformacion
Bacteriana Luminografia Bacteriana

Quimioluminisencia

Clonacion del Gen 4 Cionacién del Gen
de Levadura i de Maiz
o ) Analisis o .
{crecimiento bactariano) {crecimiento bacteriano)
3
Se cuenciacion Anilisis de Resultad 0s < Resultados Secuenciacion

1

Comprobacién de
Secuencias

Figura 6. Esquema general del diseiio experimental.
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Elaboraciéon de Primers

ki disefio de los primers para los genes SPOI3 e IME], se realizdé con el programa
OLIGO Ver. 4.0, Primer Analysis Software for Macintosh, programa multifuncional que
realiza una biisqueda para seleccionar los oligonucleétidos o primers de acuerdo con
la secuencia de DNA a amplificar para la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Ademss, de determinar la posicién, longitud y condiciones fisicoquimicas ideales para

Su uso.

La primera condicion para el diseno de los primers es la secuencia de
nucleétidos a amplificar de SPOI3 e IMEI de Saccharomyces cerevisiae (DNA molde).
Para lo cual, la pareja de primers deben ser complementarios al DNA molde; ademds, se¢
debe tomar en cuenta que los primers no deberdn reconocer mas de una zona del DNA
molde, y de la misma wmanera no deben reconocerse astmismo o al primer

complementario.

En base a los planteamientos de Kimura (1979) y Dickerson (1972), los genes
SPOI3eIME! de levadura son genes que posiblemente se encuentren en maiz {(genes
ortélogos). Si asi lo fuera, la secuencia de aminodcidos de estos genes en maiz seria
posiblemente muy similar con respecto a los de levadura, es por ello que se disenaron

primers degenerados.

Se les denomina primers degenerados por sus tripletes de nucleétidos que lo
conforman; estos tripletes codifican para aminodcidos que contengan la menor
cantidad de combinaciones posibles de nuclebtidos de acuerdo al cédigo genético
[fenilalanina (TTT, TTC); isoleucina (ATT, ATC, ATA); metionina (ATg); tirosina (TAT,
TAC); histidina (CAT, CAC); glutamina (CAA, CAg); asparagina (AAT, AAC); lisina (AAA,
AAg); 4cido aspdrtico (gAT, gAC); acido glutimico (gAA, gAg) y cisteina (TgT, TgO)l,
con la finalidad de producir la menor cantidad de posibles combinaciones de primers,
y que alguna de dichas combinaciones reconozea la secuencia de nucledtidos en otro
organismo (en este caso DNA genémico de maiz).

Los primers degenerados son un conjunto de iniciadores que de acuerdo al
c6digo genético, son secuencias de nucleétidos que codifican para una misma
secuencia de aminodcidos, por cjemplo, dos secuencias del primer | Forward de SPO13
(tabla 1) CAA gAA AAA ACA CCA AATT y CAg gAg AAg ACg CCg AAC T, codifican para
la secuencia QEKTPN de aminocdcidos. Suponiendo que verdaderamente exista una
ortologia entre SPOI3 e IME] en levadura y mafz, uno de los tantos primers reconocera
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a dichos genes en ambos genomas, incluyendo posibles diferencias o cambios entre

sus secuencias.

Las secuencias de los primers disefiados para cada gen se muestran en la tabla
1. Donde se presenta dos primers Forward y dos Reverse, con el fin de obtener por
medio de combinaciones la mejor pareja de primers en funcién a la temperatura de
reconocimiento primer-DNA molde, y a su calidad de amplificacién por PCR.

SPO13 1| Forward 5 CAR gAR AAR ACN CCN AAY Y 3
SPQ13 2 Forward 5 gAR ATH AAR AAY AAR gARAT 3'
$PO13 3 Rewverse 5 TAC ATN ggN gWN ggN gCD AT 3'
SPO13 4 Reverse 5 NgW YTC RTA RTC NgW RCA RT 3

IME1 1 Forward 5 gAR CAR CARCARCARCC Y
IME1 2 Forward 5 AAY AAY CAY gAY AAY TT 3'
IME1 3 Reverse 5 ACY TTR TCR TAR TAR TCY Tg 3'
IMEI 4 Reverse 5'ART TNg TNC WYT TRT gR 3'

Tabla 1. Primers para los genes SPOT3 ¢ IMED, (D: TIA/g;
H: T/C/A; N: T/C/IA/g, R: Alg; W: T/A; Y: T/C).

Las temperaturas de alineamiento primer-DNA molde en la PCR fueron de 38,
40, 42, 44 y 46°C. Una vez determinadas la temperatura y la combinacién de primers
adecuados, para los genes SPO/3 e IMEIl en S cerevisiae, se desarrollé el mismo
procedimiento para el DNA genémico de maiz. Con el objetivo de obtener una

amplificacién lo mds idéntico posible a la levadura.

Amplificacidon

Todas las amplificaciones por PCR fueron realizadas de acuerdo a las siguientes

concentraciones:
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[Concentracién Finall

Primer F (2 pM) 0.5 uM 5pul
Primer R (2 uM} 0.5 pM 5
MgClz {50 mM)] 1.5uM 0.6ul
Taq Buffer (10X) 1X 2 ul
dNTFP's {1 mM) 0.2 uM 4 pl
TAQ Polimerasa BRL (SU/u) 10 0.2 pul
ddH20 2.2
DNA gendmico {10ng/ul) 10 ng 1l
Volumen Total 201

Es importante scfialar que cada una de las combinaciones de primers amplifica
diferentes tamafios de fragmentos, debido a que cada juego reconoce su secuencia
homéloga a diferentes distancias a lo largo del gen. El tamafio de los fragmentos
amplificados correspondientes a los genes SPOI13 e IME! en levadura se observan en la
figura 7.

La diferencia de cada fragmento amplificado se basa en su nimero de pares de
bases (pb), lo que se veri reflejado directamente en su peso molecular, esto significa
una ventaja para la identificacién y seleccién de cada uno de los fragmentos de DNA
amplificados.

Como parte de la comprobacién de las amplificaciones por PCR se utilizé la
técnica de Nested PCR, que consiste bdsicamente en hacer una segunda PCR de una
PCR inicial, es decir, al obtener el fragmento correspondiente 2 la amplificacién
\F/4R de SPOI3, se realizé una segunda PCR con cualesquiera de las restantes
combinaciones de primers, de acuerdo a la figura 7, esto es posible debido a que la
amplificacién 1F/4R corresponde al fragmento amplificado mds grande, en la que se
encuentran incluidas las secuencias de las combinaciones restantes. Las
amplificaciones se corrieron en geles de agarosa.
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SPO13
—t— + +
1F/3R
416 pb
1F /4R
750 pb
2F /3R
362 pb
2Fl4R
695 pb
IME1
t : t ;
1F/3R
971 pb
1F 7 4R
706 pb
2F / 3F 4
590 pb
2F/4R
325pb

Figura 7. Esquema representativo de los tamafios de
las amplificaciones para cada uno de las posibles
combinaciones de primers en la levadura.

Clonacion de SPO13 e IMEI

Una vez identificados los fragmentos de DNA amplificados de acuerdo a su peso
molecular, son aislados para posteriormente clonarlos segin el protocolo del
Technical Bolletin de Promega No. 150 pGem-5Zf(+) Vector System, utilizando el vector
pGem-5Zf(+) (Promega Protocols and Applications Guide, 1991) (figura 8), cuyo

proceso general es el siguiente:
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e El DNA vector, debe ser purificado y cortado. El vector pGem-5Zf(+) de
Promega se adquiere previamente cortado.

o FEi DNA pasajero, debe ser insertado en la molécula vector para crear ei
recombinante artificial. En consecuencia se deben llevar a cabo reacciones de union
de DNA (ligacién).

o Las reacciones de corte y ligacién, deben ser comprobadas por
electroforesis y crecimiento bacteriano, respectivamente.

o El recombinante artificial debe ser transformado en células competentes
{Escherichia coli) (Old y Primrose, 1989).

Xmn| 1934
Nael
Scal 1875 2695
1 Wi nl 1gtant
Apa | 14
As\.atl: 20
AT ppeme |8
Vagtor iacd £ 4
! [
] 82
Pt i<
Sail 75
Ndgt a2
el |
5
o Nsil |12
1
tews ]2

Figura 8. Esquema del vector utilizado para
la transformacion bacteriana, pGem-5Zf(+)
{Promega Protocols and Applications Guide, 1991).

La comprobacién de la transformacién se realizé mediante la PCR utilizando
primers especificos del vector pGem-5Zf(+): M13 Reverse y M13 Forward, o por medio
de la técnica de Colony Pick, la cual consiste en realizar una PCR con los primers
degenerados de cada una de las colonias de bacterias transformadas, con el fin de
localizar y aislar aquella que contenga integrado en el vector el inserto adecuado,
para finalmente correr las muestras de PCR en electroforesis de agarosa NuSieve al
3%.
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Secuenciacién 'y Comparacion de Secuencias

Ya obtenidos los clones de los genes SPOI3 ¢ IME] tanto de levadura como de
maiz, se enviaron a ser secuenciados en Sequi-Net Division of Macromolecular
Resources de la Universidad Estatal de Colorado, con los primers M13 Forward y M13
Reverse. Para posteriormente realizar la comparacién entre secuencias de los
aminodcidos de levadura y maiz en los programas MACAW (Multiple Alignment
Construction & Analysis Waorkbench) para Macintosh y DNA Strider para Macintosh.
Einalmente se realizé un BLAST (comparacién de secuencias contra una base de datos
de GenBank), comparando las secuencias de los clones obtenidos contra las secuencias
de nucleétidos y aminodcidos de NCBI (National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). NCBI incluye bases de datos tales como: Yeast Protein
Database (Proteome, Inc.), Saccharomyces Genome Database (Stanford Genomic
Resources), SwissPROT, MIPS (Munich Information Center Protein Secuences), NCEI
Entrez nucleotid, NCBI Entrez Protein, entre otras.

Hibridacion y Cartografia

La hibridacién se divide en dos partes. La primera, consiste en hibridar las
amplificaciones  de levadura (marcado con digoxigenina-dUTP de Boehringer
Mannheim, ver apéndice) contra maiz (membrana de nylon MSI Magnagraph con
poros de 0.45 um), correspondientes a los fragmentos amplificados con los primers de
SPOI3 e IMEI, para verificar si existe un reconocimiento entre las secuencias de
ambos fragmentos. Debido a que existen mutantes de maiz con fenotipo similar a la

apomeiosis, postuldndose que estos pueden ser otélogos a la apomixis.

La segunda consiste en hibridar los fragmentos clonados de maiz (SPO13 e
IME}) marcados, contra una poblacién de maiz mutante (retrocruza BCI de elongate).
El mutante elongate es un gen que han postulado como ortéloge de la apomeiosis en
maiz (Grimanelli, 1997; Espinosa, 1998). Espinosa (1998), identificé el locus para este
gen en un mapa cartogrifico. Al mismo tiempo se analizé la cartografia de los
fragmentos aislados (SPOi3 e [IMEI), para verificar si estos genes estdn lo
suficientemente cerca de los marcadores relacionados con el proceso apomictico,
elaborando un mapa cartogrifico y determinando la posicién de cada una de estas

amplificaciones de maiz en esta poblacidn.
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La sonda utilizada para este estudio fue la amplificacién marcada de SPOI3
JE/4R e IMEJ 1F/4R de levadura (Hoisington et al., 1994). El andlisis se determind
usando el programa MAPMAKER V.2.0 para Macintosh. La membrana se iavé a maxima

astringencia para mayor eficiencia en los resultados de hibridacién.
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PARTE | Gen SPOI3

SPOI13 en Levadura

En las amplificaciones de DNA genémico de levadura, utilizando las diferentes
combinaciones de primers se observd que la amplificacién mas adecuada fue: 1
Forward, 4 Reverse (1F/4R) y 2 Forward, 4 Reverse (2F/4R), con un peso de 750 y 696
pares de bases respectivamente, a una temperatura de alineamiento primer-DNA
molde de 42°C. A partir de la amplificacién I1F/4R se realiz6 una segunda
amplificacién con los primers 2F/4R (Nested PCR), donde se obtuvieron resultados
favorables. Cabe mencionar que el gen SPO/3 de levadura no presenta intrones, por lo
que, el homélogo en maiz puede ser de igual peso o mayor en caso de presentar

intrones.

La clonacién del fragmento correspondiente al gen SPOI3 de levadura parte de
una primera amplificacién a partir de DNA genémico, con los primers 2F/4R, en
donde son amplificadas un nimero indefinido de bandas (figura 9A). A partir de
entonces comienza la seleccién de la banda correspondiente a SPOI3, primero se
determina el peso molecular utilizando la escalera del marcador PhiX174/Haelll ().
La banda de amplificacién que represente el peso molecular aproximado a 696 pb fue
elegida y aislada del gel, para una segunda amplificacién con los primers (2F/4R). La
segunda amplificacién comprueba la veracidad y la complementariedad entre el DNA
y los primers; ademds, descarta aquellas posibles bandas no visibles que pudiesen
infiltrarse en el momento del aislamiento de la banda (figura 9B).

Una vez que se aislé la banda o inserto se ligé al plasmido o vector pGem-5Zf(+)
para su posterior transformacién en la bacteria, obteniendo asi, una serie de colonias
bacterianas con el plismido y el inserto de interés, multiplicindose el inserto n veces.
Para verificar que efectivamente el pldsmido contiene el inserto adecuado de DNA
aislado, se realizé una PCR con los primers especificos del vector: MI13 Forward y
Reverse (figura 9C). Existe la posibilidad de que insertos no relacionados al gen sean
ligados al pldsmido, por lo que es necesario realizar la técnica del Colony Pick con el
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fin de elegir la colonia en cuyo pldsmido o vector este presente el inserto de nmuestro

tnterés.

En la verificaciéon de la transformacién bacteriana, se observa que el peso
molecular de la banda es ligeramente mayor en comparacién con las bandas
amplificadas exclusivamente con los primers 2F/4R, esto debido a que los primers
especificos del vector pGem-5Zf(+) MI3 Forward y MI13 Reverse, exceden la
amplificacién de nucledtidos en aproximadamente 180 pb correspondientes al vector
(figura 9C).

9A 9B 9C L

DNA gendmico Banda aislada Banda en Plasmido

Figura 9. Fotografias de las amplificaciones de levadura en geles de agarosa al 3%: 9A)
Amplificaciones de DNA gendémica con los primers 2F/4R, la flecha indica la banda
correspondiente al peso molecular para SPOI3; 9B) Segunda amplificaciones de la banda aislada
del DNA genémico de levadura (2F/4R); 9C) Amplificaciones de las bandas clonadas que
denominaremos ¥ SPOI13 en el plismido pGem-5Zf(+) con los primers MI13 Forward y Reverse. (&
= PhiX174/Haelll: 1. 1,353 pb; 2. 1,078 pb; 3. 872 pb; 4. 603 pb; 5. 310 pb; 6. 281 pb; 7. 271 pb; 8. 234
pb}.

En la comparacién entre las secuencias de nucledtidos de la levadura Y SPOI3vs
el gen SPOI3 de Saccharomyces cerevisiae (991 pb, 330 aminodcidos), mediante el
programa MACAW, resulté que el clon ¥ SPOI3 es un 97.1% homdlogo en 517 pb
comparadas con el gen SPO13 de GenBank (figura 10).

33




GAA

Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis
CTACTTCOARCGNTRETTC

ClOTTGLALAE
CINTTGARRAL
ACTTCARCGCCGETTCTTTCTCALTCTTCT

TETTTCCAGTTCCTTACTATATTGCTCC T TCTCCTATETATAATTTTAGCCCETATCAARATTTCC
CCTATGTATALTTTTAGCCCGTAT CAAALTTTCG
CATCCLACG
CATCCAACGRCT

WL x 1.

cCCh

LWL )

COCATGTTTCCAGTTCCTTACTATATTGCTCCTTCT

e
GoC

EELCTATGCCATTC
CTAEECTETGCCLTTCR

TTGHALACCCAACGTTCCTGACGCCAAS C
T TGGALECCCEACGTTCCTGACGCCAAGTCATARCCCAAL

kT

CCETTGTTTAAGARLECARGECTGCCCCATCAG
e

e

GAATGTTAACGTATACGATICG

GGAGTTGCTTTATCC 7
CECCATTGTTTAAGAELECAAGACTGCCCCAT

GLGTTGCTTTATCCGAATGTTALCGTATACGATT
TCTRAGATALACAERRARATTECCERTATCTT CLALTATETCCGCTCTCGATTTCTARTARCG
BABETTACCEETATCTTCCALTATETCCGETCTCCATTTCTAATALCG

r¥r?r)

"
&

CCAAS

BAG
ACCEELAGTCTAGLTEAAGRLN

L

CLCATTTTGTTGOCCAACRGECACCRAGGGCAGCAC CALEGTTAACTARLARGRGAL
GOATGTTAATT iy T T
GGATGTTAATT C

Figura 10. Comparacidn de secuencias entre el gen SPOI3 de .
cerevisiae (secuencia superior) y el clon de levadura Y SPO/3 2F/4R (secuencia
inferior). La comparacién incluye 517 pares de bases, de las cuales el 97.1% son
idénticas.

 CETTTTETTGGCCLACAGRCACCAAGGOCLGCACCARAGTTAAGTARARRGAGACTTTI

Por otro lado, ¢l BLAST tealizado en GenBank de NCBI correspondiente a la
secuencia del clon Y SPQI3, demostré que en 153 aminodcidos comparados existe una
similitud de 96% con la proteina especifica de la meiosis en la levadura S. cerevisiae,

proteina codificada por el gen SPOI3.

Todo lo anterior confirmé que la banda aislada de ¥ SPO/3 amplificada con los
primers 2F/4R, se trata de una amplificacién del gen SPOI3 de S. cerevisiae. Y que el
manejo y las técnicas utilizadas durante el proceso experimental fueron adecuadas,
por lo que se descartan errores de tipo técnico en el laboratorio durante el proceso de

clonacién.

Hibridacion

La hibridacién de los amplificados gendémicos de DNA de maiz con los primers:
IF/3R, 1F/4R, 2F/3R y 2F/4R y levadura primers: 2F/4R, con la sonda marcada de
levadura Y SPO!3, amplificada con los primers 2F/4R y marcada con la molécula de
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digoxigenina d-UTP por PCR se muestra en la figura 11. Se observé que en cada uno de
los carriles de hibridacién existen diferentes zonas de reconmocimiento. Sin embargo,
para aqueiios DNA amplificados de maiz con los primers 2F/4R, se observa una zona
bien definida de hibridacién, de igual manera sucede con el dltimo carril gue
corresponde al DNA de levadura amplificado con los primers 2F/4R. Lo que quiere
decir que la sonda reconoce a las amplificaciones genémicos de maiz, especificamente
con los primers 2F/4R, tanto en maiz como levadura, lo que nos indica la existencia de
una cierta homologia entre ambos genomas, o por lo menos, que la minima homologia
entre ambos genomas es suficiente para permitir la hibridacién. Posiblemente nos
encontremos en el umbral del posible gen homélogo SPOI3 en maiz, es por ello que

decidimos clonar el amplificado de maiz con los primers 2F/4R.

[ maiz | levadura

i{F/3R 1F/4R 2F/3R 2FM4R 1F/3R  1F/4R  2F/3R  2F/4R

Figura 11. Luminograma de hibridacién entre los amplificados
de DNA gendmico de maiz con diferentes juegos de primers, y el clon de
levadura con los primers 2F/4R, también usado como sonda. La flecha
indica la banda de hibridacién. Existen otras bandas de hibridacién para
los diferentes amplificados, pero no son tan claras como en el caso de
2F/4R.
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Para los amplificados con los primers diferentes a 2F/4R, se observaron largas
zonas de hibridacién a lo largo del carril (figura 11), debido muy probablemente a que
14 diferentes combinaciones de primers degenerados que amplifican fragmentos de
DNA con diversos pesos moleculares (figura 7), razén por la cual, se observa tal zonas
de reconocimiento entre ambas amplificaciones.

SPOI3 en Maiz

Una vez que determinamos que el amplificado de maiz con los primers 2F/4AR, es
la banda que reconoce plenamente la sonda marcada, se procedié a clonar 'y
secuenciar dicho amplificado. Los andlisis para dicho clon de maiz (/8 SPOI3) no se
presentaron de manera tan eficaz y con tanta ciaridad como sucede con la levadura.

12A 12B 12C

DNA genoémico Banda aislada Banda en Plasmido

Figura 12. Fotografias de amplificaciones en geles de agarosa al 3%. 12A)
Amplificaciones con DNA gendmice de maiz con los primers 2F/4R; 12B) Segunda amplificacién
de la banda aislada con los mismos primers; 12C} Verificacién de ligacién de la banda 18 SPOI3
(@ = PhiX174/Haelll: 1. 1,353 pb; 2. 1,078 pb; 3. 872 pb; 4. 603 pb: 5. 310 pb; 6. 281 pb; 7. 271 pb; 8.
234 pb).
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El DNA genémico de maiz amplificado con los primers 2F/4R se muestra en la
figura 12A, en la cual se observa un barrido de bandas, en donde resulta dificil
determinar  ia posicién de una banda equivalente al tamafio a la de ¥ SPOI3. De todas
las bandas amplificadas, se asilé aquella con el peso similar al tamafioc de las
amplificaciones en levadura (figura 9A}, suponiendo que el posible gen homélogo
SPOI3 en maiz no tiene la presencia de intrones como sucede en levadura. La flecha de
la figura 12A indica la posible posicién de dicha banda, por lo que el indice de error
en el momento de aislar la banda aumenta, e incluso, no solamente podriamos aislar

una banda sino varias bandas simultaneamente.

Una vez aislada la posible banda se realizé una segunda amplificacién con los
primers 2F/4R, con el objetivo de amplificar con mas especificidad dicho inserto. En la
figura 12B se observa claramente la diferencia entre las amplificaciones con respecto
a la figura 12A, la flecha indica la banda amplificada que corresponde posiblemente al
fragmento homélogo de SPO/3 en maiz. Esta banda se ligé al plismido pGem-5Zf(+), que
consecuentemente con la reproduccién de la bacteria se obtuvo la multiplicacién del
plismido y a su vez del inserto. Es posible que existiera contaminacién con otras
amplificaciones de DNA al momento de aislar la banda del gel de electroforesis, para
realizar la ligacién, transformacién y reproduccion, Colony Pick es la técnica ideal
para comprobar el tamafo del inserto adecuado (figura 12C), al cual denominamos I8
SPO13.

La comparacién de secuencias nucleotidicas entre el clon de maiz /8 SPOI3y el
gen SPO/3 de S. cerevisiae mediante en el programa MACAW, demostré un porcentaje
de 31.4% de similitud con 560 pb involucradas (figura 13). Esto indicé que no estamos
ante una homologia del gen SPOI3 entre ambas especies, por lo tanto, la banda
amplificada de maiz /8§ SPO/3 es muy probable que no se trate del gen SPOJ/3 en maiz.

La comparacién del clon de maiz /8 SPOI3 realizada en BLAST de NCBI a nivel de
nucleétidos y aminodcidos, en donde no se observo homologias con secuencias del
GenBank de NCBI, existen algunas similitudes pero, son comparaciones en las se
incluyen pocas decenas de pares de bases ya sea correspondientes a fragmentos de
secuencias de organismos completamente diferentes a maiz o levadura, o a secuencias
que codifican para proteinas  no relacionadas con la meiosis. El BLAST
correspondiente a la comparaciéon de aminodcidos demostré que no existen homologias
entre ¢l clon y la base de datos de NCBL
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ClEAGTINT CjaC CTTTT TTG G. G GGRARTCA
TisCTCHGT TCAGGGHTGAACANTGAAGT TIMNCRTTTIHTT TTCCRATTTRGT TTTGTET

BcaAficacBAmT ARATRCAATTCGABACATGRC CART TERGACHREERAARCCCCRECIGGATTAAA
BrregrraBcmaThcARGTGCATCHRTATRTHT TTHACHEA T TG TETCADA TR TTCNTTT

TGTAAGTEATGRTCARCRGTEIGINIAARECTC TGTTCGATANT T GCAAT
NNGGTGECG TGN GGEETAC TECHGANAACTA TTCERACCERMARTTAGCC
CVIG C CAATAGAECGCCCHTCANTGATIAANT 8T TAAGGTTCGAI TTG
TGTTAECTGETOTETTCCAGT GEGAT TURNATT C CTAACAATT CT
CABCCHIMC TSR C TTCAACGCCGGTTCT T TIWACIEAT CTHC GTAG G
TIEACET TA TIIT! CNCAACTAARACTAGACA TAR TRGINCTIEINTCCAT TGEGA
CCUATGITT) C TATIET CTTCRCCINATGTIT TRGCHC CARAATINT)
TNAT G. GT TT) CHGGCHKC G TTTCT
GT CCCARCGITCMT GAEGC TC CCCARACHT. T. CC@RTCCC CCARICGGC
CANgTEEINNTGRGT HGECA G TGTTCGGTRATEING TIAIWNNGTHANGETAAR
COGAGTHGETINIETCCE, TERACGINATACGRTTCGC TTIAAGAAAA TGCCCCRTCA
TTTTAANC GAARTC C¥AGRINTAGATRAGATGEC CHEBCCCGNT CTAA TC

Figura 13. Comparacién de secuencias entre el gen SPO13 de GenBank
de 5. cerevisiae {secuencia superior) y el clon de maiz 18 SPOI3 2F/4R (secuencia
inferior). De 560 pares de hases involucradas, sélo el 31.4% son homdlogas.

Evidentemente la secuencia del clon /8 SPOI3 no coincide con la secuencia del
gen SPOI3 del GenBank, pero la hibridacién entre los amplificados de maiz y la sonda
Y SPO!3 en condiciones de mixima astringencia (figura 11), nos demuestra que existe
un pleno reconocimiento entre alguna de las secuencias amplificadas y la sonda de
levadura, esto indica que posiblemente estemos cerca de obtener la secuencia del gen
homélogo de SPOI3 en maiz, ya que la eleccién de la banda a clonar en maiz fue
errénea, y asi lo demuestra la hibridacién, existe algin amplificado que reconoce
plenamente a la sonda de levadura marcada.

Cartografia

La cartografia del clon de maiz 18 SPOI3 se observa en la figura 14. Se encontrd
que dicho clon de maiz se ubica en el mismo grupo de ligamiento que elongate (ell);
gen probablemente ortélogo al gen que controla la apomeiosis en el proceso
apomictico segun Grimanelli, 1997 y Espinosa, 1998. Esto demostré que el clon /8 SPOI3
se encuentra en el cromosoma 8 de maiz.
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Figura 14. Cartografia del inserto I8 SPO13 2FMR en el cromosoma 8 de maiz.

PARTE 11 Gen IMEI

IMEl!l en Levadura

Para el caso del gen IME[ en la levadura, los primers que mostraron una
amplificacién eficiente fueron: | Forward (1F) y 3 Reverse (3R), a una temperatura de
alineamiento primer-DNA molde de 42°C. De ignal manera como sucedi6 con las
amplificaciones de SPO/3, los amplificados genémicos de IME! se obtuvieron
ficilmente con DNA gendmico de levadura (figura 15A). En la figura 15A se observa la
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banda con uno de los pesos moleculares similar al que deberia de presentar ¢l gen
IME] (figura 7), especificamente con los primers 1F/3R (971 pb). Una vez que se ha
focaiizado ia banda con el peso moiecuiar adecuado, se aisic y se ampiifico nuevamente
con los primers previamente usados en la primera amplificacién (figura 15B).

Sin embargo, después de la segunda amplificacién ain se observa un barrido o
conjunto de bandas, lo cual significa la existencia de contaminacién de amplificados
de DNA cercanos, y que al momento de realizar la ligacién en el vector estas también
podrian estar presentes, por lo que, con la técnica de Colony Pick se eligieron las
colonias que contengan una sola banda con el peso molecular adecuado al momento de
la amplificacién (figura 15C), y esto se verific6 por medio de la PCR y primers

especificos del vector.

15A 15B 15C |

DNA genomico Banda aislada Banda en Plasmido

Figura 15. Fotografias de amplificaciones de PCR en geles de agarosa al 3%. 13A)
Amplificaciones correspondientes al DNA genémico de levadura con los primers 1F/3R; 135B)
Segunda amplificacién de la banda IMET; 15C) Amplificados de los pldsmidos con el inserto ligado,
clon ¥ IME! (@ = PhiX174/Haelll: 1. 1,353 pb; 2. 1,078 pb; 3. 872 pb; 4. 603 pb; 5. 310 pb; 6. 281 pb; 7.
271 pb: 8. 234 pb).
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La verificacién de la transformacién bacteriana se observa en la figura 15C, en
donde la flecha indica la banda que confirmé la ligacion del inserto al plasmido pGem-
SZF(+).

La comparacién entre las secuencias de nucleétidos del clon Y IME! vs gen
IME] de S. cerevisiae de GenBank (1080 pb, 360 aminoicidos) de acuerdo al programa
MACAW, demostré que el clon es 98.5% homdlogo en 686 pb comparadas (figura 16),
por lo que la banda seleccionada se consideré como una amplificacién del gen IMEI de

S. cerevisiae.

TCOYRNTTGARN AW ! : : LEGRCCGTCCTTGT
ECLACCTAACATTTATTATGAC LCAACIECCGATCAAGRAGECCGTCCTTCT

TTTTCTTTT GEATCTACLATTTCCCC TACAAGTTGGCAT T TTGAARAGT CTGACALAATTGCCTCATCTE
TPTTCTTTTGGATCTACRATTTCOCTTAGAAGTTGGCATTTTCALRAGT CTGACERAATTGCCTCATCTE
BGEACTTGGTTCATACACAACCAATTCATTTAATTARTCCTCALATATTGTTCALTGRAGAG
L ATATTGTTCAATGAA

TCTGLATTTGAALRATATTGATTCTCARCCTAT T TCCAAGEREL I CARRRCTACCARGGACTGCACAATS
TCTGALTTT GGABARTATTGETTCTCLECCTATTT ,CGAARBCTAC GCECEATS

CATTATCATCTCTTTTIT
GCAACTGGTCCTGAARGAGRAAAREAGAGCTCTGARRGTACCAGATC ATTATCATCTCTTTTTT
T AT GAT GAATCCGCATCTACGTTCCACTCATCATTCALTAACCATGAT AACTTTCARLAGRGCARCES
CTAATCATGAATCCGCATCTACGTTCCACTCATCATTCARTAACCATCATARCTTTCARARGEGCALCAS
A BATGGAGATGATATCCATAT TAGTCACACARTAAART ATCRAACTARTACREATGCACLAREAGETATC
18 TGCAGATCATATCGATATTAGT GACACARTALAATATCARAC TAATACRAATGCACARRRAGETATC
BEAATATTCCAAGAEAATTTIGARTTREATCARTTCCCATATACACAACACT TCTACCCATATACCACT,
B AATATTCCAAGRARATTTCALT TAATGAATTCCCATACACACAAGACTTCTACCCATATACCACTA
ATTATACCTATTCABAACCCACAAATATTCATGAATCALTERLATTCALARRLCACGGATTCATACTCCCA
BTTATACCTATTC AAAACCCACARATAT TCATCAATCALTRALT C

k

T

TCAALERACACGGATTCATACTCCCE
R TRTOEAGATCAGTTTCCACCACATACTGATEECATACATTCCTTTARTAATCETC
A TATCEEGATCAGTTTCCACCACATACTGATAACATACATTCCTTTEZRTALTCGTC

Lal

Figura 16, Comparacién de secuencias entre el gen IME! de GenBank de
S. cerevisiae (secuencia superior) y el clon aislado de levadura Y IME! 1F/3R
(secuencia inferior). La comparacién incluye 686 pares de bases, de las cuales, el
98.5% son idénticas.

El BLAST correspondiente a la comparacién de aminodcidos de ¥ IMEI demostré
que en 207 aminodcidos, tiene una homologia del 99% con la proteina inductora de la
meiosis en S. cerevisiae. Esto vino a confirmar totalmente la clonacién del gen IME!

de S. cerevisiae, tal como sucedié con el gen SPOI3.
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Hibridacion

Ya obtenido ei cion de levadura del gen IME!, se marcé con digoxigenina d-uTP
por PCR para utilizarla como sonda.

I maliz l
1F/3R 1FMR  2F/BR 2FM4R 1F/3R  1F/4R SF/3R 2F/M4R '
- v T -

-

Figura 17. Luminograma de hibridacién. La linea horizontal representa
la zona de hibridacién para la sonda Y IME! 1F/3R.

La prueba de hibridacién de los amplificados gendmicos de maiz obtenida con
los primers: 1F/3R, 1F/M4R, 2F/3R y 2F/4R, contra la sonda marcada de levadura Y IME/
primers 1F/3R presenté los resultados de la figura 17. En tal figura se puede
identificar varias zonas de hibridacién a lo largo de 16 carriles de amplificados de
maiz; los correspondientes a los primers IF/3R y 1F/4R se observa un barrido el cual
no define una zona de hibridacién, especificamente en los amplificados de maiz 1F/3R
esperibamos encontrar una banda de hibridacién, localizada aproximadamente en la
linea punteada de la figura 17. Sin embargo, las amplificaciones con los primers:
2F/3R y 2F/4R si muestran una zona de hibridacién definida, especialmente para
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2F/4R, lo que nos indica evidentemente que existe una amplificacién de maiz con los
primers 2F/4R que reconoce la sonda, lo cual define una banda de hibridacién y que
posibiemente se trate de ia secuencia homdioga del gen /ME[S en maiz.

En los carriles correspondientes a HI IMEI 1F/3R, la hibridacién indica que
existe un reconocimiento de la sonda con varios fragmentos de la amplificacién, y no
a una banda definida de hibridacién, a pesar de los lavados de mdxima astringencia
(figura 17). Por tal motivo decidimos clonar la banda de maiz amplificada con los
primers 1F/3R que tuviese el peso aproximado al encontrado en levadura, con el
objetivo de continuar el patrén utilizado para el gen SPO13.

IME! en Maiz

Para el caso del maiz, una vez mds las amplificaciones no se precsentaron de
forma tan clara como en la levadura. En la figura 18A, se observa un barrido de
bandas correspondientes a las amplificaciones del DNA genémico de maiz con los
primers 1F/3R, la flecha indica la posible posicién de la banda dentro del barrido. El
buscarla en esta posicién se basé en su peso molecular en relacién con la banda
obtenida en levadura con primers 1F/3R (figura 7).

Una vez aislada la banda se amplificé por segunda vez, la amplificacién se
muestra en la figura 18B, en donde se observa con un poco de mas claridad la banda de
interés, y sin embargo, se siguié observando un barrido de bandas amplificadas. Esto
mismo sucedié en el caso de SPOI3 al amplificar con DNA de maiz gendmico.

Todo parece indicar que las amplificaciones con maiz utilizando primers
basados en secuencias de genes de levadura, reconocen varias zonas del genoma de la
graminea. Esto esta de acuerdo a lo esperado, ya que son primers degenerados que
pueden reconocer alguna zona del genoma de maiz no necesariamente al gen
homélogo IMEI.

La verificacién de la ligacién del fragmento al vector se observa en la figura

18C, en donde la flecha indica la banda que confirma dicha ligacién al vector pGem-
5Zf(+).
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18A 18B 18C

DNA gendémico Banda aislada Banda en Plasmido

Figura 18. Fotografias de amplificaciones en geles de agarosa al 3% 18A)
Amplificaciones con DNA genémico de mafz con los primers IF/3R; 18B) Segunda amplificacién de
la banda aislada con los mismos primers; 18C) Verificacién de ligacion de la banda HI IME] (¢ =
PhiX174/Haelll: 1. 1,353 pb; 2. 1,078 pb; 3. 872 pb; 4. 603 pb; 5. 310 pb; 6. 281 pb; 7. 271 pb; 8. 234
pb).

Al hacer la comparacién de la secuencia del clon aislado de maiz Hl IMEI, se
observé que tnicamente existe el 31.9% de homologia con 700 pb involucradas (figura
19), en relacién al gen IME! de S. cerevisiae de acuerdo al programa MACAW.

El BLAST de nucleétidos confirmé también que el clon HI IMEI no presentd
homologias significativas, ya que no existen secuencias similares que codifique para
proteinas relacionadas con la meiosis, con el mafz u organismos afines.
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T CTTEGTTEAT CCAATTRG TR TRABTCRTCAAATATRIETT AT
T GAECCICGCGETCGEGCCEGYTCTAGCCOENRIGRT CABTHATIREAGARTCETCTGEIG
rercRAfrrEEanaTRcARclcAcCRARRT B BaEcarRccA Rt dc o GCRCTERRIEAATG
AGAARCHCAEET TR TART TN THGTC T T CRCEARTEC TCRT TTRGCTCAATIIIA TIA ANGNT THT.

CfcaTCTCANIGAG GAECT GTACCAGATCCRCTTCATTATCRTCTCTTT
croEcCeTeGTCTHCCAACACHAT GET CHRETCIT CRGTTTCAATIAGAGTCCTAREGTCAGCA
CTREATCAATCCGRATCTACGTICCACTCATC TAACEARGATRRARTTT AAC
TC GCATTANTCAACATCI{TTTTATCATTRINTGCTCTMGHAT CROWARARGGT TEIRACTTT
GGAGARCET GTGACAC T CTEARACAARTGCACABABAGATATC
TATHCEAT AACCTTT MG THGTWRCTTTCATRTAT TRCTTTATETECTGCTGA
TATTCCAZ cABRTCEATGARTT c GACTTCTRCCCARRTACHACT
Ol GCAATATT O TGIRMNN T CIMATRTCTGEGGRANCIIACICATGT TGCCACHTAT THATANTGC
ATRATACEENR CaAAACCCARARA TR TCRT TTC CEEAT TCCCA
O TR TTTCTTTTT8TIC CABCINCTIT TGCCATTGCC THT TEECGABCHTATTGE
ATATEAACATCRGRTECACEACATACTGATAANATACAT TCCRTT cere GC
TACGETCTHCTATHCNSTCTMGTTCTGCCTGGGECACTGCAG cacacilyTTTIC
naaRGRACT2ART raTATEEACCacoaATRACAMRGCCTCCAARTGTATARGAGG
CTCOCERTCGOHACHGIICHGTCETC CCOINICCRTACCTTGGGCGCAACTCTITTAT
CAcAfcCRRrTATACRTGRACCBACETCRCCTCRTACTRI TACCRARTACRAAT TRCCTHRGARGIITGA
TRACHGCRCATGTCRGCRGT CCHALNGEGCTCOACT TTINTICCCEENANEANGILBACITINCCT

Figura 19. Comparacién de secuencias entre el gen IMEI de GenBank de
§. cerevisiae (secuencia superior) y el clon de mafz Hi IME! 1F/3R (secuencia
inferior). De 700 pares de bases involucradas, sélo el 31.9% son homélogas.

Cartografia

El anilisis cartogrifico realizado sobre la poblacién BCl del mutante de maiz
elongate para el clon Hi IME], muestra que el fragmento clonado no presenta ningun
tipo de polimorfismo, por lo tanto, el andlisis de segregacion no se pudo llevar a cabo y
por ende tampoco su cartografia.
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PARTE 1 Cen SPOI13

Los resultados confirman que el fragmento de DNA amplificado que suponiamos
se trataba de SPOI!3, en maiz no se trata de tal, sino mdis bien, de una de las tantas
bandas amplificadas a partir del DNA genémico de maiz. Caso contrario sucede con la
levadura.

De acuerdo a la teorfa neutralista de Kimura, si ambos clones fueran
amplificaciones de genes ortélogos, entonces los cambios en la secuencias de
nuclestidos serian neutras, por lo que no se verfan afectadas la secuencia de
aminodcidos; pero, si hubiese alguna sustitucién de algin aminodcido, tendria que ser
en el sitio de la secuencia gue no tuviese una participacién directa e importante en el
dominio de la protefna, por lo tanto, su tasa de evolucién serfa minima, asi como su
diferencia entre secuencias. Para Dickerson (1972), las secuencias de algunas
proteinas en los organismos se verdn menos afectadas en cambios o sustituciones de

aminodcidos, debido esencialmente a la funcién que desempeifia.

En ambos casos se plantea que la homologia entre genes es importante para
determinar su ortologfa, lo que no coincide con nuestro caso en la comparacién de los
clones Y SPOI3y 18 SPOI3,en donde ambas secuencias son muy diferentes una con
respecto a la otra (figuras 10 y 13), lo que quiere decir, que probablemente no se trate
del gen SPOI3.

En el caso de la levadura, el clon Y SPOI3 es la amplificacién de un fragmento
del gen SPO13 de Saccharomyces cerevisiae, debido a la gran homologia que presentan
tanto por su secuencia de nucledtidos (figura 10) como de aminodcidos, lo que
demuestra que las técnicas empleadas fueron realizadas de manera adecuada. Sin
embargo, ¢l clon de maiz /8 SPO/3 no muestra ninguna homologia con respecto al gen
SPOI3, ya sea a nivel de nucleftidos y/o aminodcidos. Pero debemos probar otros
clones porque la hibridacién  demostr6 un reconocimiento  entre secuencias

amplificadas de levadura y algunas bandas de maiz.

Por otro lado, la prueba de hibridacién (figura 11) demuestra que existe un

cierto reconocimiento entre ambas cadenas nucleotidicas, de tal manera que son
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capaces de reconocerse ¢ hibridarse. De la misma manera, las amplificaciones con los
primers 2F/4R (figuras 9 y 12) muestran que ambos amplificados presentan
aproximadamente el mismo peso moieculalr, sin cwbaigo, €sto no nos indica nada, ya
que no estamos seguros de haber aislado y clonado la banda adecuada, es decir,
pudimos haber clonado una © mas bandas de peso molecular similar al deseado, por lo
que pudimos haber tenido un error de eleccién de la secuencia adecuada. Sin
embargo, a pesar de que los resultados para el presente estudio no resultaron lo que se
esperaba, se observa que existen zonas en las amplificaciones de maiz, de las cuales,
hibridan con el clon de levadura, Esto nos puede indicar la existencia de posibles

genes ortélogos entre ambas especies.

El reconocimiento por parte de los primers 2F/4R en ambos genomas y las
secuencias de nucleétidos no homéloga, da pauta para aislar, clonar y secuenciar cada
una de las bandas que amplifican con dichos primers, con diferentes pesos
moleculares al esperado, ya que no sabemos si existe el gen SPOI3 en el genoma de
maiz, si ese fuese el caso, no sabemos si esta excluido de intrones como en el caso de la
levadura, por lo que su peso molecular tendria variaciones, con esto podriamos
encontrar aquella secuencia de nucleétidos con mayor homologia al gen SPOI3,y asi

determinar su existencia y homologia en maiz.

Posiblemente en Zea mays si existe el gen SPOI3, y fue amplificado bajo
nuestras condiciones, pero elegimos de manera equivocada la colonia que contenia en
su pldsmido el inserto de nuestro interés. En la figura 12A no se observa una banda
bien definida, y es posible que !a banda que deseamos encontrar s¢ localice muy cerca
de esta, de tal manera que podrian confundirse, indicando que probablemente
clonamos secuencias con pesos moleculares similares. El luminograma de hibridacidn
apoya tal suposicién. No debemos olvidar que las amplificaciones de maiz para la
hibridacién son de DNA genémico, como se observa en la figura 12A, en donde la
sonda de levadura puede reconocer cualquier otra amplificacién de maiz, no

necesariamente la que clonamos nosotros.

No podemos afirmar que hemos encontrado el gen homélogo de SPOI3 en maiz,
puesto que los resultados son contradictorios: por la secuencia de nucleétidos que no
muestra homologia con el gen SPQI3, porque las hibridaciones y el peso molecular de
los amplificados son similares, es posible que hayamos clonado alguna otra secuencia
que reconoce igualmente a la sonda.
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Es necesario continuar con los experimentos para determinar de manera mas
eficaz, si estamos hablando de genes ortélogos entre maiz y levadura, y por ende su
relacién con la apomeiosis.

En primera instancia debemos clonar las bandas cercanas a la banda que
elegimos porque puede tratarse de SPOI3; por lo que tendriamos que aislar, clonar y
secuenciar cada una de estas, con la finalidad de determinar si existe alguna
amplificacién de DNA genémico de maiz homéloga al gen SPOI3 de levadura.

Los resultados del presente trabajo permiten demostrar la existencia de cierta
homologia u ortologia de estos genes entre dos organismos distantes, por lo que es
probable que poda'mos demostrar que los genomas presentan secuencias en comun.
Por lo que se necesita mds trabajo de investigacién en laboratorio, como realizar mds
pruebas que confirmen que verdaderamente estamos hablando o no del gen SPOI3en
maiz. Reverse Genetics, nos indicaria de manera mds cercana, si estamos hablando de
un gen que esta involucrado en la induccién a la meiosis, y por lo tanto, inducir la
apomeiosis en el maiz, ya que a partir del genoma modificado obtendriamos un

fenotipo que contribuirfa con el trabajo de investigacién.

Sin embargo, la cartografia nos indica que nuestra secuencia del clon 18 SPOI3,
se localiza en el cromosoma 8 de Zea mays cerca de elongate, que se piensa que
participa en la apomeiosis de maiz, esto refuerza lo mencionado anteriormente, el
hecho que el clon {8 SPOI3 se localice dentro de un grupo de ligamiento (cromosoma

i

8), y cercano relativamente © al gen del mutante elongate, no indica que

necesariamente tenga alguna funcién como gen ortdlogo de la apomeiosis.

PARTE I Gen IME1

Los resultados con el gen IMEI fueron semejantes a los obtenidos en SPQ13.La
amplificacién con los primers permitieron obtener amplificados con el peso
molecular aproximado al esperado, suponiendo que el gen IME] existiera en maiz y no
presentara intrones como en la levadura. Pero en este caso existen tres condiciones

que no permiten afirmar de la clonacién del gen IME] en maiz:
Primera, la secuenciacién de nucledtidos (figura 16) demostré que el clon de

levadura se obtuvo de manera eficiente, sin embargo, la secuencia de maiz no resultd
significativamente similar (figura 19). Esto indicaria que no estamos ante la

48




Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis

amplificacién del gen homdlogo de IMEI en maiz, sino que e¢stamos frente a una
secuencia no determinada del gemoma de maiz. Es importante tomar en cuenta que es

muy diferente el genoma de ievaduta al genuvma de inaiz, esto implica guc muy

-+

arn
oW

[+

de la banda que aislamos, puede existir la banda la banda correcta y esto debido a que
son productos de PCR por primers degenerados.

Segunda, al hibridar el clon Y IME! marcado con varios amplificados de HI
IME] se observa que no existe una zona de hibridacién adecuada, es decir,
pricticamente reconoce varias zonas del genoma de maiz, formando un barrido
(figura 19). Esto indica que no existe un reconocimiento especifico entre ambos DNA,
por lo que, la amplificacién de maiz con los primers de IMEI no es especifica, ya que
estos reconocen una inmensa variedad de zonas del DNA gendémico de maiz por encima
de lo esperado.

Y la tercera condicién se refiere a la cartografia, en donde no se encontré un
adecuado polimorfismo, y por ende, no es posible cartografiar el fragmento
amplificado para IMEI en maiz.

Consideramos que no hemos obtenido un clon del gen IME!l en maiz, Los
resultados de este trabajo no significan que no exista un gen ortélogo a IMEI,
simplemente pudimos haber elegido una banda de similares pesos moleculares, pero
con diferencia en su secuencia nucleotidica, la hibridacién demuestra que tenemos
afinidad entre bandas, por lo que, posiblemente alguna de estas bandas sea
verdaderamente ¢l gen homdlogo IME] en maiz, especificamente los amplificados de
maiz con los primers 2F/4R, que hibridan con la sonda de levadura formando wuna
banda bien definida de hibridacién.

En levadura clonamos un fragmento del gen SPOI3 y del gen I[MEI, caso
contrario para el maiz, en donde la banda que aislamos, amplificamos y clonamos debe

corresponder a una secuencia cualquiera del extenso genoma de maiz.

En términos generales, la amplificacién de genes en maiz en base a genes de
levadura es posible, Nugroho y colaboradores han obtenido resultados de manera
fehaciente con arroz. En nuestro caso, posiblemente tuvimos éxito el amplificar
dichos “genes” en maiz, pero necesitarfamos clonar y secuenciar cada una de las
bandas obtenidas en la amplificacién gendémica de ambos genes, para determinar  si
alguna de estas bandas se correlaciona con los genes ya conocidos en levadura. Por

otra parte, los genes IME] y SPO13 de Saccharomyces cerevisiae no presenta intrones,
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dnicamente exones, pero no sabemos si en maiz se presente de la misma manera, por
lo que aumentaria el nimero de nucledtidos y su peso molecular, y el trabajo aqui
realizado  seria  s6lo el comienzo de una extensa investigacién  sobre genes

controladores de la meiosis en Zea mays.

Para ambos casos, no hemos determinado que al‘gunos de estos genes tempranos
de la meiosis en levadura, tengan homélogos que participen en la apomeiosis de maiz.
Mads ain, tal vez estos genes de levadura fueron sustituidos a través del tiempo
evolutivo en las gramineas por la funcién de algin otro gen. Pero, las hibridaciones
para ambos genes demuestran que existe una clara afinidad entre secuencias de
ambos organismos, y que tal vez la banda que define esta hibridacién sean los genes
que tratamos de localizar en el presente trabajo.
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onclusiones

Obtuvimos la clonacién de un fragmento del gen SPOI3 de la levadura
Saccharomyces cerevisiae con los primers degenerados 2F/4R, mientras que para la
amplificacién con los mismos primers para el maiz se obtuvo el clon /8 SPOI3, el cual
no presenta ninguna homologia a nivel de nucleétidos y aminodcidos con la secuencia
del gen SPO13 de S. cerevisiae.

En el caso del gen IMEI, el clon de levadura Y IME! obtenido con los primers
degenerados |F/3R, resulté ser una amplificacion correcta de dicho gen. Sin embargo,
la clonacién del fragmento H/ IMEI correspondiente a maiz, demostrd que no presenta
ninguna homologia con respecto al gen IMEI de S. cerevisiae.

Las secuencias de nucleétidos y aminodcidos de levadura comparadas contra la
base de datos de GenBank de NCBI, demostré que los clones obtenidos de ambos genes,
presentan altos porcentajes de homologfa con respecto a las secuencias de los genes
correspondientes. Caso contrario sucede para los clones obtenidos en mafz.

La cartografia del clon /8 SPOI3, demostr6 que se ubica en el cromesoma
nimero 8 del mafz, cromosoma en el cual se localiza el gen elongate, gen que se piensa
es ortélogo del gen que controla la apomeiosis, pero esto no es significativo para
nosotros, la distancia entre ambos genes no determina alguna relacién en la ortologia,
ya que se encuentran muy distantes. Mientras que el clon H1 IMEl no presenté
ningtin tipo de polimorfismos, por lo que no se encontré grupo de ligamiento y, por lo

tanto, no se puede cartografiar el clon.

Los clones de maiz obtenidos en el presente estudio, no presentan una
homologia adecuada para ser considerados como genes homéloges a los genes
checkpoint, involucrados en la regulacién de la meiosis de S. cerevisiae. La secuencia
de dichos clones corresponden ciertamente al extenso genoma del maiz, son
secuencias que aparcntemente no estdn relacionadas como genes involucrados en la
regulacién de la meiosis, o al menos, no coinciden con secuencias de genes que se
encuentre involucrados en tal proceso biolégico en otras especies. Sin embargo,
tampoco descarta dicha hipétesis. Existen zonas en el genoma de maiz que hibridan

con los clones de levadura. Esto nos indica la existencia de posibles genes ortélogos
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entre ambas especies. Por lo que es necesario realizar la clonacién de los diferentes

clones de hibridacién especifica.

No podemos determinar adn que exista ortologia de los clones 18 SPOI3y HI
IME!, con los genes que posiblemente controlen la apomixis en mafz, en especifico la
apomeiosis, debido a su posicién cartogrifica y la nula homologia de secuencias entre

S. cerevisiae y Zea mays.

Existe definitivamente la posibilidad que las bandas de hibridacién tanto para
SPO13 como IMEI, sean probablemente aquellas secuencias que tratamos de identificar
y clonar en maiz, pero, por las limitantes del trabajo no se pudieron determinar tales
secuencias, siendo indudablemente temas de trabajo para darle la respectiva

continuidad a la presente investigacién.



Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de [a Meiosis

steratura Consultada

Ahn, S. N., and S. D. Tanksley. 1993. Comparative linkage maps of the rice and maize genomes.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the U.S.A.90: 7980-7984

Alberts, B. et al. 1983. Molecular biology of the cell. Garland Publishing, U.S.A.
Asker, S., and Jerfing, L. 1992. Apomixis in plants. CRC Press, U.5.A.

Ausubel, EFM., Brent, R, Kingston, R.E, Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A,, and Siruhl, K.
1994. Saccharomyces cerevisiae. In: Current protocols in molecular biology. Greene
Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc. U.S.A.

Buckingham, L.E., Wang, H.T,, Elder, R.T., McCarroll, RM., Slater, M.R., and Esposito, RE. 1990.
Nucleotide sequence and promoter analysis of SPO13, a meiosis-specific gene of
Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National Academy of Sciences of the U.S.A.
87:9406-9410.

Capy, P., Bazin, C., Higuet, D., and Langin, T. 1998. De donde vienen los genes vagabundos. Mundo
Cientifico 190:48-51.

Chouard, T., and Yaniv, M. 1994, El Control de la expresién de los genes. Mundo Cientifico 14:708-
717.

Darnell, J., Lodish, H., and Baltimore, D. 1986. Molecular cell biology. Scientific American Books,
U.S.A.

Dickerson, R.E. 1972, The structure and history of an ancient protein. Scientific American
226:58-70.

Do Valle, C.B., and Savidan, Y. 1996. Genetics, cytogenetics and reproductive  biology of
Bracchiaria. In: Bracchiaria: Biology, agronomy, and improvement. CIAT-EMBRAPA,
Colombia.

Espinosa, H.E. 1998. Cartografia de la apomixis en el género Tripsacum (GRAMINEAE). Tesis de
Maestria. Colegio de Postgraduados. México.

Esposito, M.S., and Esposito, R.E. 1974. Genes controlling meiosis and spore formation in yeast.
Genetics T8:215-225.

Foiani, M., Nadjarboger, E., Capone, R., Sagee, S., Hashimshoni, T., and Kassir, T. 1996. A meiosis-
specific protein kinase, IMEZ2, is required for the correct timing of DNA replication and

for spore formation in yeast meiosis. Molecular and General Genetics 253:278-288.

Goffeau, A., Barrel, B.G., Bussey, H., Davis, R.W., Dujon, B., Feldmann, H., et al. 1996. Life with
6,000 genes. Science 274:546-567.

53



Clonacion de Genes Involucrados en [a Regulacion de la Meiosis

Goffeau, A., et al. 1997. The ycast genome directory. Nature 387 (suppl 1):1-105.

Grebenok, R.J.,, D.W., and Dellapenna, D. 1997. Characterization of Zea mays endosperm C-24
steroi methyitranferase one of two types of sterol methyltranterase in higher plants.
Plant Moelecular Biology 34:891-896.

Griffiths, A.JFE., Miller, J.H., Suzuki, D.T., Lewontin, R.C., and Gelbart, M.W. 1996. Genetic
analysis. W.H. Freeman and Company, U.S.A.

Grimanelli, D. 1997. L'apomixic dans le genre Tripsacum: contrble génétique et contraintes

biologiques associées a son transfert chez les plantaes cultivées. These de doctorat.
INAPG. France.

Gustafsson, A. 1946. Apomixis in higher plants. Lunds Univ. Arsskr. N. F. II 42:1-67
Hanna, W.W. 1995, Use of apomixis in cultivar development. Advances in Agronomy 54:333-350.

Hanna, W.W., and Bashaw, E.C. 1987. Apomixis: its identification and use in plant breeding. Crop
Science 27:1136-1139.

Harlan, J. R., Brooks, M.H., Borgaonkar, D.S., and De Wet, JM.J. 1964. Nature and inheritance of
apomixis in Bothriochloa and Dichanthium. Bot. Gaz. 125:41-46.

Hartwell, L.H., and Weinert, T.A. 1989. Checkpoints: Controls that ensure the order of cell cycle
events. Science 246:629-634.

Hoisington, D., Khairallah, M., and Gonzdlez-de-Leén, D. 1994, Laboratory protocols: CIMMYT
applied molecular genetics laboratory. Second edition. México, D.F.: CIMMYT.

lino, Y., Hiramine, Y., and Yamamoto, M. 1995. The role of CDC2 and other genes in meiosis in
Schizosaccharomyces pombe. Genetics 140:1235-1245.

Kimura, M. 1979. The neutral theory of molecular evolution. Scientific American 241:94-104.

Klapholz, S., and Esposito, R.E. 1980. Isolation of SPO12-1 and SPO13-1 from a natural variant of
yeast that undergoes a single meiotic division. Genetics 96:567-588,

Klapholz, S., Waddell, C.S., and Esposito, R.E. 1985. The role of the SPO11 gene in meiotic
recombination in yeast. Genetics 110:187-216.

Koltunow. A.M. 1993. Apomixis: Embryo sacs and embryos formed without meiosis or fertilization
in ovules. The Plant Cell 5:1425-1437.

Leblanc, O., Grimanelli, D., Gonzilez-de-Leon, D, and Savidan, Y. 1995. Detection of the apomictic
mode of reproduction in maize-Tripsacum hybrids using maize RFLP markers.
Theoretical and Applied Genetics 90:1198-1203.

Lee. R.H., and Honigberg, S.M. 1996, Nurritional regulation of late meiotic evenls in Saccharomyces
cerevisiae through a pathway distinct from initiation. Molecular and Cellular Biclogy
16:3222-3232.



Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis

Li, W., and Mitchell, A.P. 1997. Proteolytic activation of Rimlp, a positive regulator of yeast
sporulation and invasive growth. Genetics 145:63-73.

Malaibi, K. Aiau, Y., and Mitcheil, A.P. 1997. Interaction ol yeast repressor-activator protein

UMES with glycogen synthase kinase 3 homolog RIM/Ip. Molecular and Cellular Biology
17:7230-7236.

Malone, R.E., and Esposito, R.E. 198]1. Recombination less meiosis in Saccharomyces cerevisiae.
Molecular and Cellular Biology 1:891-901.

Malone, R.E., Bullard, S., Hermiston, M., Rieger, R., Cool, M., and Galbraith, A. 1991. Iselation of
mutants defective in early step of meiotic recombination in the yeast Saccharomyces

cerevisiae. Genetics 128:79-88.

McCarroll, RM., and Esposito, R.E. 1994. SPOI3 negatively regulates the progression of meiotic
and meiotic nuclear division in Saccharomyces cerevisiae. Genetics 138:47-60.

Mitchell, A.P., and Bowdish, K.S. 1992, Selection for early meiotic mutants in yeast. Genetics
131:65-72.

Mogie, M. 1988. A model for the evolution and control of generative apomixis. Biological Journal
of the Linnean Society 35:127-153,

Mogie, M. 1992, The evolution of Asexual Reproduction in Plants. Chapman & Hall, London.

Murray, A.W. 1992. Creative Blocks: cell-cycle checkpoint and feedback controls. Narure
359:599-604.

Murray, A.W., and Kirschner, M.W. 1991. What controls the cell cycle. Scientifican American
264:56-63.

Nogler, G. A. 1984b. Genetics of apospory in apomictic Ranunculus auricomus V. conclusion.
Botanica Helvetica 94:411-422,

Nogler, G.A. 1984a. Gametophytic apomixis. In: Embryology of angiosperms. Springer-Verlag,
Berlin,

Nugroho, S., Keese, P., Desamero, N.V., Kilian, A., and Jefferson, R.A. 1997. Molecular strategies
for apomictic rice: Isolation and analysis of genes controlling the meiotic process.
{Perscnal Communication).

Nurse, P. 1991. Checkpoint and spindles. Nature 354:356-359.

Old, RW., and Primrose, S.B. 1989. Principles of gene manipulation. Blackwell Scientific
Publications, England.

Park. H.D., Beeser, A.E. Clancy, M.J., and Cooper, T.G. 1996. The Saccharomyces cerevisiae
nitrogen starvation-induced Yvhlp and Ptp2p phosphatases play a role in control of
sporulation. Yeast 12:1135-1151.

Promega Protocols and Applications Guide, 1981. Promega, Madison, U.5.A.

55



Clonacidn de Genes Involucrados en la Regulacidn de la Meiosis

Reed, G., and Peppler, H.J. 1973. Yeast technology. The Avi Publishing Company, Inc., U.5.A.
Richards, A.J. 1986. Plant breeding systems. George Allen and Unwin, London.

Rieger, R., Michaelis, A., and Green, MM. 1976. Glossary of genetics and cytogenetics. Classical
and Molecular. Springer-Vertag. Berlin Heidelberg New York.

Rubin-Bejarano, 1., Mandel, S., Robzyk, K., and Kassir, Y. 1996. Induction of meiosis in
Saccharomyces cerevisiae depends on the conversion of the transcriptional repressor
UME6 1o a positive regulator by its regulated association with the transcriptional
activator IME1. Molecular and Cellular Biology 16:2518-2526.

Savidan, Y. 1982. Nature et hérédité de l'apomixie chez Panicum maximum Jacg. PhD. Université of
Paris XI.

Savidan, Y., and Berthaud, J. 1994. Maize x Tripsacum hybridization and the potential for
apomixis transfer for maize improvement. In: Biotechnology in Agriculture and Forestry:
Maize. Berlin

Savidan, Y., and Dujardin, M. 1992. Apomixie: La prochaine revolution verte?. La Recherche
241:326-334.

Sherwood, R.T., Berg, C.C., and Young, B.A. 1994 Inheritance of apospory in buffeigrass. Crop
Science 34:1490-1494,

Smith, H.E., and Mitchell, A.P. 1989. A transcriptional cascade governs entry into meiosis in
Saccharomyces cerevisiae. Molecular and Cellular biology 9:2142-2152.

Smith, H.E., Su, S.S., Neigeborn, L., Driscoll, S.E., and Mitchell, A.P. 1990. Role of IME! expression
in regulation of meiosis in Saccharomyces cerevisiae. Molecular and Cellular biology
10:6103-6113.

Stebbins, G.L. 1950. Variation and evolution in plants. Columbia University Press, U.5.A.

Steber, C.M., and Esposito, R.E. 1995, UMEG6 is a central component of a developmental regulatory
switch controlling meiosis-specific  gene expression. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the U.S.A.92:12490-12494.

Strickberger, M.W. 1993. Evolucion. Omega, Espafia.

Su, S.8.Y., and Mitchell, A.P. 1993. Identification of functionally related genes that stimulate
early meiotic gene expression in yeast. Genetics 133:67-77.

Vidan, S., and Mitchell, A.P. 1997. Stimulation of yeast meiotic gene expression by the glucose-
repressible protein kinase Rimpl5p. Molecular and Cellular Biology 17:2688-2697,

Walbot, V. 1996. Sources and consequences of phenotypic and genotypic plasticity in flowering
plants. Plant science 1:27-32.

Wang, H.T., Frackman, 8., Kowalisyn, I, Esposito, R.E., and Elder, R. 1987. Developmental

regulation of SPOI3, a gene required for separation of homoclogous chromosomes at
meiosis 1. Molecular and Cellular Biofogy 7:1425-1435.

56




Clonacion de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis

Watson, J.D., Tooze, J., and Kurtz, D.T. 1983, Recombinant DNA. Scientific American Books, U.S.A.

Willson, J., Wilson, S., Warr, N., and Waits, FZ. 1997. Isolation and characterization of the
Schizosaccharomyces pombe rhp9 gene: a gen required tor the DNA damage checkpoint
but not the replication checkpoint. Nucleic Acids Research 25:2138-2145.

Wodicka, L., Dong, H., Mittmann, M, Ho, M-H., and Lockhart, D.J. 1997. Genome-wide expression
monitoring in Saccharomyces cerevisiae. Nature Biotechnology 15:1359-1367.

Xiao, Y. Krishnamurthy, M., and Mitchell, A. 1996. Pairwise interactions among yeast meiotic
regulators. Yeast Genetics and Molecular Biology.

57



Clonacidn de Genes Involucrados en la Regulacion de la Meiosis

péndice

Aislamiento de DNA gendmico de Maiz

Ponga 300-400 mg de tejido liofilizado y molido en un tubo de polipropileno de 15 ml para
centrifugacién. Se obtienen de 50 a mds de 100 pg de DNA/I100 mg de tejido seco. Si se requieren
cantidades mayores, comience con 1 g de tejido liofilizade en un tubo de polipropileno de 50 ml para
centrifugacién y triplique todas las cantidades dadas anteriormente.

Agregue 9.0 ml de solucidn amortiguadera CTAB para extraccion, calentada (65°C), a los 300-400 mg
de tejido liofilizado molido. Es mejor distribuir el tejido sobre las paredes laterales del tubo antes de
agregar la solucién amortiguadora, con el fin de evitar que se apelmace el tejido seco en el fondo.
Mezcle invirtiendo el tubo varias veces con suvavidad.

Incube durante 60-90 minutos en un hormo a 65°C, agitando los tubos continuamente con suavidad.

Retire los tubos del horno, espere 4-5 minutos para que se enfrien los tubos y agregue 4.5 ml de
cloroformo/octanol (24:1). Agite suavemente los tubos durante 5-10 minutos para mezclar.

Centrifugue en una centrifugadora de mesa durante 0 minutos a 1300-1500 a temperatura ambiente
({TA).

Vierta la capa acuosa superior en otros tubos de 15 ml. Agregue 4.5 ml de cloroformo/octanol 'y agite
suavemente durante 5-10 minutos.

Centrifugue en una centrifugadora de mesa durante 10 minutos a 1300-1500 a TA.

Con una pipeta, traslade la capa acuosa superior a otros tubos de 15 ml que contengan 25-50 plde 10
mg/ml de RNAasa A (hervida previamente). Mezcle invirtiendo con suavidad los tubos e incube
durante 30 minutos a TA.

Agregue 6.0 ml de isopropanol (2-propanol). Mezcle invirtiendo con suavidad los tubos.
Retire el DNA precipitado con un gancho de vidrio. Continde con las QPCIONES A, B o C.

OPCION A: Extraccién con fenol para obtener DNA de mayor pureza

Coloque el gancho con DNA en un wbo de pldstico de 5 ml que contenga 1 ml de TE pH8; haga girar
con suavidad el gancho hasta que el DNA se deslice de él. Tape los tubos y agitelos suavemente a la
temperatura ambiente hasta el dia siguiente, para disolver el DNA,

Extraiga cada muestra con 1 ml {1 x el volumen original de TE pH8) de femol equilibrado. Centrifugue
la muestra durante 10 minutos a 1300 x g“ en un rotor de cubeta oscilatoria.

Transfiera la capa (acuocsa) superior a otro tubo. Extraiga el DNA con | m! {1 x _el volumen original de
TE pH8) de cloreformo/octanol. Centrifugue Ja muestra 10 minutos a 1300 x g~ en un rotor con cubela
oscilante. Transfiera la capa (acuosa) superior 2 un nuevo tubo. Continte con el paso 14 de la
OPCION B.

OPCION B: precipitacién con etanol

Cologue el gancho con DNA en un tubo de plastico de 5 ml que contenga 1 ml de TE pHS; rote con
suavidad el gancho hasta que el DNA se deslice del gancho. Tape los tubos y agite suavemcnte
durante toda la noche a temperatura ambiente para disolver el DNA.

Precipite el DNA agregando 50 ul de 5 M NaCl y iuego 2.5 ml de EtOH absoluto (2.5 el volumen original
de TE pH8); mezcle invirtiendo con suavidad el tubo.

Retire el DNA precipitado con el gancho de vidrio. Continée con el paso 16 de la Opcién C.

OPCION C: lavados del DNA
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Coloque el gancho con DNA en un tubo de plastico de 5 ml que contenga 3-4 ml de LAVADO 1. Deje el

DNA en el gancho dentro del tubo durante unos 20 minutos.

Enjuague brevemente el DNA del gancho en 1-2 ml del LAVADO 2 y transfiéralo a un tubo de pldstico
sl gancha hacta gue el DNA ce

hasta el dia

de § ml aue contenga 0.5-10 mi de TE pHE; haga girar con suavidad

deslice del gancho. Tape el tubo y agitelo con suavidad a la temperatura ambiente
siguiente, para disolver el DNA. Almacene las muestras a 4°C.

Solucién amortiguadora con CTAB para extraccién

1 RXN 5 RXN 10 RXN 20 RXN 50 RXN 56 RXN

SOL. CONC. [FINAL] 10 ml 0ml  100ml 200 ml 500 ml 600 ml
dHo0 6.5 ml 32.5ml 650ml  130.0mi 3250ml  390.0ml
1 M Tris-7.5 100 mM 1.0 ml 5.0 ml 10.0 ml 20.0 ml 50.0 mi 60.0 ml
5 M NaCl 700 mM L4ml 7.0 ml 14.0 m! 28.0 ml 70.0 ml 84.0 ml
0.5 M EDTA-8.0 50 mM 1.0 ml 5.0 ml 10.0 ml 20.0 ml 50.0 m! 60.0 ml
CTAB2 1% 0lg 05g 10g 20g 45g 60g

14 M BME 140 mM 0.1 ml 0.5 ml 1.0ml 2.0 ml 45ml 6.0 ml

1 Use la soluci6n recién preparada; caliéntela a 60-65°C antes de agregar el CTAB y el BME.
2 CTAB = bromuro mixto de alquiltrimetil-amonio (Sigma M-7635)
3 Agregue BME (B3-mercaptoetancl) justo antes del empleo, bajo una campana para emanaciones.

LAVADO 1: 76% de EtOH, 0.2 M NaOAc

SOL. CONC. 100 ml 200 ml 300 ml 400 ml 500 ml

EtOH absoluto 76 ml 152 ml 228 ml 304 ml 380 ml

2.6 M NaQAc 8 ml 16 ml 24 ml 32 ml 40 mi

dH30 16 mi 32 ml 48 ml 64 ml 80 ml
LAVADO 2: 76% de EtOH, 10 mM NH,0Ac

S0L. CONC. 100 mi 200 ml 300 mt 400 m! 500 ml

EtOH absoluto 76 ml 152 ml 228 ml 304 ml 380 ml

1 M NH40Ac 1ml 2ml 3ml 4ml 5 ml

dHg0 23 ml 46 ml 69 mi 92 ml 115 ml
TE-pH8: 10 mM Tris - 8.0, 1 mM EDTA - pH 8.0

SOL. CONC. 50 ml 100 ml 500 ml 1000 ml

1M Tris - 8.0 0.5 mi 1.0 ml 5.0 ml 10.0 m!l

0.6 M EDTA - 8.0 0.1 02 10 20

ddHgO afore al vol. afore al vol. afore al vol. afore al vol.

Aislamiento de DNA gendmico de Levadura

e U e

Pesar 20 mg de levaduras comerciales liofilizadas.

Resuspender en 200 ul de Breaking Buffer.
Agregar 200 p! de fenol/cloroforme y mezclar a mixima velocidad por 3 minutos.

Agregar 200 pl de TE pH8.
Centrifugar 5 minutos y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.

Agregar 1 mli de Etanol y mezclar suavemente.
Centrifugar 3 minutos a mdxima velocidad 2 TA y remover el sobrenadante.

Resuspender el botén en 400 pl de TE pHS3.
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9.

10,
11
12.
13,

Agregar 30 ml de Img/ml de RNAasa A mezclar ¢ incubar 5 minutos a 37°C.

Agregar 10 pl de 4 M de Acetato de amonio y 1 m! de etanol 100%. Mezclar por inversién.
Centrifugar 5 minutos a méxima velocidad TA.

Descartar el sobrenadante y lavar el botén con 500 pl de etanol 80% y centrifugar 3 minutos.
Secar y resuspender el DNA en 100 pl de TE pHS.

Breaking Buffer
2% (ViV) Triton X-100

1% 8DS

100 mM NaCl

10 mM TRsi-Cl pH8
1 mM EDTA pH 8

Cuantificacién de DNA

Agregue 15 pl de cada muestra a 733 ul de TE pH8, mezcle bien y lea la DO260 y la DO280 para
determinar la pureza. Consulte en los Apéndices las instrucciones sobre cémo usar el
especirofotémetro DU-65 de Beckman y el listado del programa para la leclura automdtica de muestras.

Difuya la muestra a 0.2 o 0.3 pg/pl con TE pH8 y almacene a 4°C. La muestra se mantendrd utilizable
por hasta seis meses.

Es preciso determinar la relacion DO260/DO280 con el fin de evaluar la pureza de la muestra. Si esa
relacién es de 1.8-2.0, es probable gque la absorcién sea causada por los 4cidos nucleicos. Una relacién
inferior a 1.8 indica que pueden exislir proteinas y/u otros elementos absorbentes de UV en la
muestra; en esie caso, s conveniente volver a precipitar ¢! DNA. Una relacién superior a 2.0 indica
que las muestras pueden estar contaminadas con cloroformo o fenol y se debe volver a efectuar la
precipitacién con etanol.

Electroforesis en gel de Agarosa

Agregue agarosa a la cantidad apropiada de solucién amortiguadora para gel TAE 1IX.

Derrita la agarosa en horno de microondas, mezclando varias veces durante el calentamiento. Enfriela
a 55°C (si lo desea, puede colocar el recipienle en agua fria para acelerar el enfriamiento}
manteniéndola cubierta para evitar la evaporacion.

Envuelva cen cinta adhesiva los extremos de la charola para gel, vierta la agarosa en una probeta pre-
calentada para medir su volumen y luego viértala en la charola e inserte los peines. Deje solidificar
(20-30 minutos).

Retire la cima y cologue la charola en un tlanque de electroforesis que contiene amortiguador TAE 1X
para gel. Vierta solucién amortiguadora en el dispositivo en cantidad suficiente para cubrir el gel con
al menos 0.5 cm. Retire los peines s6lo cuando esté listo para cargar las muestras.

Corra las muestras en el gel a 100 mA durante 5-10 minutos, luego cérralas a 15-20 mA, corriente
constante, hasta que el colorante azul de bromofencl haya emigrado hasta justo antes del siguiente
conjunte de pozos, En general, esto tomari 14-16 horas para un gel grande con cuatro peines y una
migracién del colorante de unos 6 cm. Puede correr el gel con un amperaje mayor, pero puede
resultar afectada la resolucién de las muestras. Se puede mejorar la reselucién recirculando la
solucién amortiguadora.
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Retire la charola del dispositive y tifia en 1 pg/ml de bromuro de etidio (100 ul de 10 mg/ml de
bromuro de etidio en 1000 mt de dH,0) durante 20 minutos agitando con suavidad.

ADVERTENCIA: El bromuro de clidic es en exiremo mutagénico, use guantes al manipularlo y tome las

Enjuague el gel en dH,O durante 20 minutos, deslice el gel en un transiluminador UV y fotografie.

Para una cdmara Fotodyne PCM-10 con visera de 20 x 26 c¢m y pelicuta Polaroid Tipo 667, use una
exposicién f8 de 1 segundo.

Amortiguador para gel TAE 10X: 400 mM Tris, 50 mM NaOAc, 7.7 mM EDTA

Reactivos 1 litro 2 litros 3 litros 4 litros b litros
Base Tris (PM=121.10) 48.40g %80 g 14520 g 19360 g 2420¢g
NaQAc (PM=82.03) 4.10g 8.20g 1230¢g 1640 g 205g
Na4EDTA (PM=380.20) 292g 584g 876¢g 1168¢ 46¢g

Ajuste el pH a 8.0 con 4cido acético glacial.

Transferencia a membrana de Nylon

3.

La mejor superficie de un gel para que haya un contacto parejo con un filtro de membrana es la que
se forma en el fondo del molde del gel. Por consiguiente, es conveniente dar vuelta el gel antes de
construir un sistema de papel secante y, preferiblemente antes de la desnaturalizacién. Prense el gel
entre dos placas delgadas de acrilico, sujete con firmeza las esquinas y déle vuelta con un solo
movimiento ripido. Deje una de las ptacas bajo el gel para facilitar la manipulacién de €sle en las
operaciones posteriores.

Desnaturalice el gel durante 30 minutos en NaOH al 04 N, 0.6 M NaCl; trate cada gel en
aproximadamente tres veces su volumen de solucidn.

Neutralice el gel durante 30 minutos en 0.5 M Tris-7.5, 1.5 M NaCl; trate cada gel en aproximadamente
tres veces su volumen de solucidn.

Construccién del Sistema de Transferencia con Secante Himedo

4.

Corte la membrana de nylon para que tenga las mismas dimensiones del gel. Rotule o haga una
muesca en la esquina superior izquierda de la membrana para la identificacién posterior. Cologue en
el amortiguador para transferencia.

Ponga una rejilla de pldstico en una charola poco profunda para permitir el acceso de la solucién
amortiguadora para transferencia (25 mM NaPQ,, pH de 6.5) al centro de la esponja.

Coloque una esponja limpia con un grosor de 6-8 cm en el centro de la rejilla de pldstico; la
superficie de la esponja debe ser igual a la del gel que se va a secar © mds grande., Embeba bien la
esponja en la solucién amortiguadora para transferencia.

Sumerja brevemente una hoja de papel secante {extra grueso) en la solucién para transferencia vy
coléquela arriba de la esponja.

Coloque el gel sobre papel secanle arriba de la esponja, con el lado abierto de los pozos hacia abajo.

Ponga la pieza cortada de matriz sobre el gel, con el lado rotulado hacia abajo para identificar el lado
de transferencia de la matriz, Use una varilla de vidrio para alisar la matriz sobre la superficie del
gel.

Cologue una hoja de papel secante humedecido sobre la matriz.

Con cuidado, ponga una pila de 10 cm de alto de toallas de papel arriba del papel secante. Si se
emplea una superficie plana, se puede colocar arriba de la pila un peso liviano adicional para
obtener una presién parcja en la superficie de secado.

Agregue solucién amortiguadora de transferencia a la charola para que el nivel de la soluci6n
permanezca alto durante el proceso de transferencia.
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13,

Deje que se efectde la transferencia hasta el dia siguiente (16-18 horas). Es muy conveniente retirar
con cuidado la capa himeda inferior de toallas de papel una vez que la pila ha absorbido 5-8 cm de
solucion amortiguadora para transferencia.

pueds  froter con guzvidad

Dativa 1n smaoteiz v ooldauela inmediatamanta an MY QQ Tlocandn aunantac
b4 £ R P LU 2y SCICQUER INIELUIusdiaEees en 2N =2l UEEDNLEY pouiinive,

para retirar cualquier particula de agar Lave la membrana durante 15 minutos, agitdndola, en 2X 8SC.
Deje secar al aire o escurrir hasta que esté himeda pero no mojada (por lo general 2 a 5 minutos); no
permita que se seque.

Coloque la membrana sobre un papel de filtro himedo y exponga al UV en un "UV CrossLinker" de
Stratagene usando la calibracién automética (120,000 pjoulesfem?),

Caliente en el horno a 95°C sobre o entre papel de filtro limpio durante 1.5-2 horas.

Verifique brevemente la trapsferencia bajo luz UV. Si no marcé previamente la membrana, mérquela
con una pluma marcadora permancnie 0 un lépiz en el lado unido al DNA.

Si la membrana no va a ser usada durante una semana O m4s, consérvela entre hojas de papel de
filtro limpio en una bolsa de pldstico cerrada herméticamente, en un lugar fresco y seco (se le puede
almacenar a 4°C}.

Solucién para desnaturalizacién - 0.4 N NaOH, 0.6 M NaCl (1 litro/gel)

Reactivos 1 litro B litros 10 litros 20 litros 40 litros

NaOH (PM=40.00) 160¢ 800¢g 1600¢ 3200¢g 6400¢

NaCl (PM=58.44) 350¢g 176.3¢ 350.6 ¢ T013¢g 14026 ¢
Solucién para neutralizacién - 0.5 M Tris-7.5, 1.5 M NaCl (1 litro/gel)

Reactivos 1 litro b litros 10 litros 20 litros 40 litros

Tris-HCl (PM=156.60) 635g 3176¢g 630.5¢ 1270.0¢ 25400¢g

Tris-base (PM=121.10) 118¢ 59.0¢g 1180g 2360¢g 472.0¢

NaCl (PM=58.44) 87.6g 4380¢ 8760¢ 17520 g 35040 g

.0-

Tris-base (PM=121.10) 606 g 3028 ¢ 605.5 ¢ 12110¢g 24220 g

NaCl (PM=58.44) 81.7g 4383¢g 8766¢ 17532 g 35064 g

HCI Conc. 25.0 ml 125.0 ml 250.0 ml 500.0 ml 1000.0 ml
Amortiguader para transferencia: 25 mM NaPO,, pH 6.5 (5 litros/gel)

SOL. CONC. 1 litro b litros 10 litros 20 litros 40 litros

1 M NaP04 -6.6 25 ml 126 ml 250 ml 500 ml 1000 ml
§SC al 2X

SOL. CONC. 260 ml 500 ml 760 ml 1000 ml 2000 ml

25X S8C 20 ml 40 ml 60 ml 80 ml 160 ml

Marcaje de sonda

Prepare una mezcla de reaccién que contenga todos los componenies enumerados a continuacién
excepto el pldsmido.

[FINAL] RXN de 100 pl RXN de 100 pl

SOL. CONC. o cantidad 2.5% Dig 5.0% Dig
ddH0 — 385l 38.4 ul
Taq Buffer (10X) 1X 10.0pul 10.0 pl
MgCls (60 mM) 2mM 40pl 4.0 pl
Glicerol 15 % 15.0 1 15.0pl
Mezcl, ANTP -dTTP(10 mM cfu) 50 uM de c/u 1.5 (0.5 pl de c/u) 1.5 (0.5 pl de c/v)
dTTP (10 mM) 48,75 0 47.5 pM 04875 0.475 1l
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Lt b

Dig-dUTP (1 mM) 1.2502.6 uM 0.125 ul 0.250
Taq polimerasa (5U/pl) 200 0.4l 0.4l
Primer 1 (2 uM) 0.2 uM 10.0 pul 10.0pl
Primer 2 (2 uM) 0.2uM 10.0 ul 10.0 ud
Plasmido (1 ng/pl) 10 ng 10.0 pl 10.0pl

Ponga 90 pl de mezcla de reaccion en cada tubo.
Agregue 10 pl de plismido a cada tubo. Mezcle brevemente y centrifugue.
Cubra cada muestra con 50 pl de aceite mineral ultra puro.

Coloque en la miquina para PCRY asegirese de que haya suficiente accite en cada celda para que
exista un contacto apropiado con cl tubo.

Amplifiqgue usando el programa siguiente

1 ciclo de: 25 ciclos de 1 ciclo de
94°C por 1 minutos 94°C por 1 minutos 72°C por 4 minutos
42°C por 2 minutos

Hibridacién y deteccion de sondas marcadas con digoxigenina

Prehibride las membranas durante 1-3 horas {por lo menos 2 horas la primera vez) en un horno a
65°C, en una charola con suficiente solucién HYB para cubrir bien todas las membranas. La solucién
HYB usada para prehibridacién se puede conservar congelada o a 4°C y ser vsada nuevamente  tres ©
cuatro veces o hasta que el material precipitado no se incorpore a la solucién al calentarla.

Enrolle las membranas himedas sobre una pipeta gruesa de vidrio sobre una superficie plana ¥y
limpia, humedecida con un poco de la solucién HYB de la charola, e insértelas en botellas limpias de
hibridacién. Aseglrese de que no se enrasquen al rotar en el horno (sindrome del "taco", verifique la
direccién de rotaci6n del mecanismo giratorio) y evite la formacién de burbujas o cualquier secado de
lus membranas. Puede colocar hasta cinco membranas de 500 cm? en una sola botella. Las membranas
m#4s pequefias se pueden poner en (ubos Corning de polipropileno de 15 o 50 ml, que se puedan
colocar en secciones de conductos de PVC comunes, que tengan el didmetro correcto y sean
suficientemente largas para poner dos tubos en cada una.

Agregue 2-3 ml/100 cm? de solucién HYB para la primera membrana y | ml mas por cada membrana
de 500 em? adicional; en el caso de las membranas pequeiias colocadas en tbos, ajuste el volumen
como corresponda. La solucién HYB debe contener 50-100 ng/ml de 2.5 - 5% de sonda marcada con
digoxigenina [desnaturalice la sonda calentindola a 95°C durante 10 minutos y enfriela sobre hielo].
Si la solucién HYB que contiene sonda ha sido usada previamente y conservada congelada,
descongélela y desnaturalicela durante 20 minutos a 95°C.

Hibride durante 15-18 horas (hasta el dfa siguiente) a 65°C en botellas en el horno para hibridacién.

Retire las membranas de la botella (o botellas) y ldvelas juntas agitindolas en charolas de tamaiio
adecuado, de la siguiente manera:

Limpie de inmediato las botellas de hibridacién para evitar la formacién de residuos de HYB.

2 x 5 min 0.15X SSC, 0.1% SDS TA 0.5 mlicm?
3% 15 min 0.15X SSC, 0.1% SDS 65°C 0.5 mlem?
o0, para un lavado menos severo
3 x 15 min 0.15X SSC, 0.1% SDS TA 0.5 mlem?
1x 15 min 0.15% SSC, 0.1% SDS 50°C 0.5 mlem?

Es esencial vigilar las temperaturas de lavado para ascgurarse de que se respetan sistemdéticamente
los tratamientos anterjores; la reduccién indebida de la temperatura o un menor tiempe de
tratamiento pueden provocar un mayor ruido de fondo y resultados menos predecibles.

Enjuague las mebranas en Amortiguador 1 a TA.
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Incube ]as membranas en Amortiguador 2 durante 30 minutos a TA, agitdndolas (5 ml/100 cm2).

Incube las membranas en solucidén antidig fresca {5 ml/100 c¢m2) durante 30 minutos a TA
agitdndolas; se puede volver a usar esia solucién en el mismo dfa de la primera utilizacién.

iCenirifugue ¢l aniidig inmedidiamenic  auics de walu ¥ pipeiee woii cuidado la caniidad descadal.
Lave las membranas agitdndolas, de la siguiente manera:
3 x 10 min Amortiguador 2 TA 0.5 mlem2
3x 10 min Amortiguador 1 TA 0.5 mlfem?
1x 5 min Amortiguador 3 TA 0.5 mlem?

Incube las membranas en solucion CSPD (5 ml/100 cm2) durante 20 minutos a TA agitdndolas,
preferiblemente en la oscuridad.

[Después de cada utilizacién, guarde la sclucién CSPD en el refrigerador, en una botella envuelta en
papel de aluminio)

Retire con lentitud cada membrana de la charola con CSPD, dejando que la solucién se escurra de la
membrana; luego coléquela, con el lado del DNA hacia abajo, arriba de GladWrap (o una pelicula
similar de material plstico para envoltura), Puede poner varias membranas en fila sobre una tira
larga de pelicula asegurada a la mesa con cinta adhesiva. Cologue otra hoja de GladWrap arriba (el
lado de atrds de tas membranas), corte el GladWrap entre las membranas vy cierre los bordes sobre el
lado de atrds de cada membrana.

Coioque las membranas en carpetas de exposicién y expéngalos a peliculas radiogrdficas XAR-5 hasta
el dia siguiente (13-18 horas).

Observe que en este protocolo se ha buscado esta exposicion larga para facilitar ¢l manejo simultédneo
de varias docenas de membranas grandes; ademds, se dispone de un intervalo natural de descanso
para la persona a cargo.

Revele la pelicula radiogrdfica durante 6 minutos en revelador OBX (Kodak), enjuague en agua
durante 30 segundos, fije en fijador GBX durante 3 minutos y enjuague durante 3 minutos en agua
que corre,

Para asegurar una duracién mds prolongada de las membranas y la remocién adecuada de la sonda,
proceda de inmediato a retirarlas de su envoltura de material piistico y sumérjalas en 0.1X SSC, 0.1%
$DS ("lavado de mdxima astringencia”) o en 2X SSC en una charola a TA. No deje que se sequen las
membranas. Puede mantenerlas por unos dias en esta solucién a 4°C o, mejor, removerlas de
inmediato (véase el protocolo siguiente, p. 32).

Solucion HYB

SOL. CONC. [FINAL] 256 ml 50 ml 76 ml 100 ml 150 ml
25X SSC 5X 88C 5 ml 10 ml 15 ml 20 ml 30 ml
10% Laurilsarcosina 0.01% 25 pl 50 pl 75 pi 100 ud 150 pl
20% SDS (bueno) 0.02% 25ul 50 ul 75 ul 100 ul 150 pl
Reactivo bloqueaclor1 0.2% 50 mg 100 mg 150 mg 200 mg 300 mg

(Boehringer Mannheim)

1 Agréguelo después de calentar la solucién a 65°C y verifique que el pH es de 7.4. En ciertos casos pueden ser
necesarias concentraciones mas altas (de hasta 0.5%).

0.10X SSC, 0.1% SDS: Lavado de mdxima severidad

SOL. CONC. 1000 ml 2000 ml 3000 ml 4000 ml 5000 mi 6000 ml

25X §8C 4.0 ml 8.0ml 12.0 ml 16.0 ml 20.0 ml 240 ml

20% SDS 50 ml 10.0 ml 15.0 ml 20.0 ml 25.0 ml 30.0 ml
0.15X S8SSC, 0.1% SDS: Lavado mais severo

SOL. CONC. 1000 ml 2000 ml 3000 ml 4000 ml 5000 ml 6000 ml

25X SSC 6.0ml 12.0 ml 18.0 ml 24,0 ml 30.0 ml 36.0 ml

20% SDS 5.0 ml 10.0 ml 15.0 ml 20.0 ml 25.0 ml 30.0ml
0.20X SSC, 0.1% SDS: Lavado severo

SOL. CONC. 1000 ml 2000 ml 3000 ml 4000 ml 5000 ml 6000 ml

25X SSC 8.0 ml 16.0 ml 240 ml 320 mi 40.0 ml 48.0 ml

20% SDS 5.0ml 10.0 ml 15.0 ml 20.0 ml 25.0 ml 30.0 ml
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Amortiguader 1

SOL. CONC. [FINAL]
1 M Tris-HCl, pH 7.5 001 M 5.0 ml
5 M NaCl 0.15M
Amortiguador 2
SOL. CONC. [FINAL]
1 M Tris-HCL, pH 7.6 001 M 5.0 ml
5 M NaCl 015M
Reactivo blogqueador 0.1% 500.0 mg

(Boehringer Mannheim)

500 mli 1000 ml
10.0 ml 20.0 ml
15.0 ml 30.0 m!

500 ml 1000 ml
10.0 ml 20.0 ml
150 ml 30.0 ml

1000.0 mg 2000.0 mg

2000 ml
40,0 ml
60,0 ml

2000 ml

40.0 ml
60.0 ml
4000.0 mg

4000 ml

1200 mi

4000 ml

120.0 ml

Para disolver el bloqueador, caliente primero la solucién a 65°C antes de agregarlo (Advertencia: nunca caliente
una solucién que ya contenga el reactivo bloqueador en el horno de microondas). Puede preparar esta solucién hasta
un dia antes de! empleo, pero asegirese de usarla a la temperatura ambiente.

Amortiguador 3

SOL. CONC. [FINAL]
1 MTris-HCL, pH 8.6 001 M 1.0ml
5 M NaCl 0.10M
1M MgCly 005 M

100 ml 200 ml
2.0 ml 4.0 ml
20ml 4.0 ml
5.0 ml 10.0 ml

400 ml

5.0 ml
8.0ml
20.0 ml

500 ml

10.0 ml
25.0ml

Someta la solucién al autoclave antes de usarla o utilice soluciones ya pasadas por el autoclave y ddHg0.

Anti-Dig {1:15000)

Amortiguador 2 + 1 ul/15 ml anti-Dig (Anti-digoxigenina-AP, Bochringer Mannheim, Cat. # 1093274, 150

Unidades/200 pl)
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