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Resumen 

La proteína de replícacíón A (RPA) es un complejo estable de tres subunidades 

de 70, 34 Y 14 kDa que tiene una alta afinidad por DNA de cadena sencilla. 

RPA estimula a la DNA polimerasa a/primasa durante la replicación del DNA, y 

es una proteína indispensable para este proceso. Además se ha reportado que 

está involucrada en los procesos de reparación y recombinación del DNA. En 

plantas hay poca información sobre el proceso de replicación del DNA y cómo 

está regulado, por lo que el estudio de los genes y sus proteínas durante el 

desarrollo vegetal aportaría información sobre su función; para esto nos hemos 

concentrado en la subunidad de 70 kDa (RPA-1) en maíz. Se obtuvo una 

secuencia reportada para RPA de maíz de un banco de datos, la cual sirvió 

para diseñar un par de oligonucléotidos con los cuales, a partir de DNA 

genómico de maíz, se obtuvó una sonda por PCR que se empleó para el 

escrutinio de una biblioteca de cDNA proveniente de RNA de raíz y tallo de 

maíz, con lo cual se obtuvo la secuencia de 2258 pares de bases (pb). El 

análisis de la secuencia de nucleótidos y de aminoácidos definió que 

correspondía a RPA-1 de maíz. En ésta secuencia se identificó la señal de 

poliadenilación y la región 3' no traducible. La secuencia traducida en marco de 

lectura (ORF) fue de 630 aminoácidos donde se identificó el dominio de dedo 

de zinc, el dominio de unión principal a DNA y el inicio de la traducción. Se 

realizaron experimentos para determinar el número de copias del gen y se 

observó el patrón de expresión de esta proteína a diferentes tiempos de 

imbibición 811 presencia de ácido giberélico y citocininas (benciladenina). 

Además se observó su expresión en tejidos diferenciados de maíz 

encontrandose una mayor expresión en tejidos proliferativos. 



Introducción 

Antes de que una célula eucariótica se divida, debe duplicar su masa y sus 

macromoléculas para dividir los componentes entre las dos células resultantes. 

Mientras que la transcripción y traducción de los genes que codifican para muchas 

proteínas ocurre en forma continua, la duplicación del genoma ocurre durante un 

periodo específico de síntesis de DNA. Esta fase S del ciclo celular se caracteriza 

por la presencia y actividad de distintas enzimas y proteínas que participan en ella y 

es precedida por la fase G1 en la cual hay un control muy estricto de la síntesis de 

RNAs y proteínas necesarias para la preparación e inicio de la fase S. A 

continuación se hará una descripción de los principales eventos moleculares que 

ocurren durante la germinación de semillas con énfasis particular sobre el 

metabolismo del DNA. Enseguida, se presentará una revisión de las proteínas 

involucradas en la replicación y reparación del DNA en eucariotes y su comparación 

con lo que se conoce en células de plantas. Finalmente se presenta una revisión de 

la estructura y función de la proteína de replicación A (RPA). 

1.1. Biosintesis de Macromoléculas Durante la Germinación de Semillas 

La respiración de semillas maduras con un contenido de humedad del 10 al 

15% es extremadamente baja en comparación con las semillas en desarrollo. Sin 

embargo, en el momento que hay penetración de agua se observa un aumento en el 

consumo de O2, el cual se ha atribuido en parte a la hidratación y activación de las 

enzimas mitocondriales que están involucradas en el ciclo del ácido cítrico y en la 

cadena transportadora de electrones. Asimismo la concentración de ATP en la 

semilla seca es muy baja, prácticamente de cero, pero con la entrada de agua se 
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incrementa rápidamente y en semillas de lechuga a los 15 minutos de imbibición la 

concentración es de 5 x 10 -2 nmol/g de semilla (Bewley,1985). A continuación hay 

una etapa en la que el consumo de O2 aumenta muy poco, la semilla se hidrata 

completamente y todas las enzimas preexistentes estan activadas. Quizá durante 

esta etapa se activa la ruta glucolítica y hay un incremento en la cantidad de ATP. Al 

final de esta etapa emerge la rádicula y se puede decir que la germinación se ha 

completado (Bewley, 1985). 

En este momento hay un segundo incremento en la cantidad de 02 atribuido 

a que la actividad mitocondrial aumenta por la síntesis de proteínas 

involucradas en la respiración. Este proceso traduccional es esencial para que la 

germinación se complete y es independiente de la síntesis de los primeros RNAs, ya 

que en las semillas se encuentran algunos RNAs almacenados. Posteriormente 

inicia la síntesis de RNA y la síntesis de DNA ocurre hasta las etapas tardías de la 

germinación (Bewley,1985). 

Durante la formación de la semilla hay una considerable síntesis de proteínas 

pero esta cesa en el momento de la desecación y maduración. En las semillas secas 

no se han encontrado polisomas, pero estos se forman rápidamente con la entrada 

de agua a la semilla para que comience la síntesis de proteínas. En la semilla seca 

se encuentran ribosomas, RNAs de transferencia, factores de elongación y de 

iniciación, aminoácidos y aminoacil-tRNA-sintetasas. Además, todos estos 

componentes se encuentran en cantidad suficiente para comenzar la síntesis de 

proteínas tan pronto como la semilla se hidrate (Bewley,1985). 

Existe una conservación de RNAs mensajeros (RNAm) que se ensamblan 

durante el desarrollo de la semilla y que codificarán proteínas necesarias para 

procesos celulares indispensables y para la germinación como tal. La síntesis de 
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proteínas que se presenta en etapas posteriores a la germinación es casi totalmente 

dependiente de la síntesis de nuevos RNA mensajeros (Sánchez de Jiménez y 

Aguilar, 1984). 

La síntesis temprana de DNA que ocurre al imbibir las semillas es de tipo 

reparativa y organelar. En ejes embrionarios de maíz la síntesis replicativa de DNA 

comienza entre las 15 y 20 horas de germinación y se encuentra un máximo a las 

40 horas (Baiza et al, 1989) . Se ha caracterizado la actividad de DNA polimerasa en 

extractos protéicos preparados de ejes embrionarios de semillas secas; estos 

extractos contienen por lo menos 3 diferentes actividades de DNA polimerasas que 

fueron llamadas 1, 2 Y 3 (Coello et al, 1992). Las DNA polimerasas 1 y 2 se han 

caracterizado como tipo i5 y a respectivamente y son del tipo replicativas, mientras 

que la polimerasa 3 es de tipo reparativa (García et al, 1997). 

1.2 Función de las Fitohormonas en la germinación de semillas 

La fitohormona ácido abscísico (ABA) (Fig. 11), tiene un papel fundamental en 

la maduración del embrión. Esta hormona previene la germinación precoz e induce 

la transcripción de genes que han sido asociados a la tolerancia de la desecación y 

a la acumulación de reservas. Su función quedó claramente demostrada en 

mutantes de maíz que son deficientes en ABA, pues presentan el fenotipo vivíparo, 

es decir la germinación ocurre en la mazorca (Neill et al, 1986). La tolerancia a la 

desecación y la capacidad que tiene la semilla de ser almacenada por largos 

periodos de tiempo están asociados al ABA (Bewley, 1997). 

Una hormona con actividad antagónica a ABA es el ácido giberelico (AG) 

(Fig.11) o giberelina que tiene un papel inductor en la germinación precoz. En trigo y 

en cebada se ha visto que induce la movilización de reservas del endospermo 
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(Jacobsen, 1995). Aunque en maíz no se ha demostrado un claro requerimiento de 

giberelina en la germinación de semillas maduras, se ha observado que cuando la 

concentración de ABA alcanza un máximo la concentración de AG disminuye (White 

et al, 2000). Mientras que el AG induce la transcripción de genes como la a-ami lasa 

y otras enzimas hidrolíticas requeridas para la utilización de reservas durante la 

germinación estos mismos genes son suprimidos por ABA (Jacobsen et al, 1995). 

El AG induce un aumento en la cantidad y actividad de f3-1,4endoxilanasa, f3-

xilanopiranosidasa y a-arabinofuranosidasa que son enzimas que hidralizan la pared 

del endospermo. También la dextrinasa y la f3- 1,3 glucosida, son sintetizadas de 

novo en respuesta a giberelina (Bradford et al, 2000). 

En semillas de tomate, se ha encontrado que la actividad de la endo f3 

manasa, la manosidasa y la galactosidasa aumentan en respuesta a AG. En semillas 

de tomate deficientes en AG, la actividad de la endo f3 manasa incrementa 

mayoritariamente justo antes de la emergencia de la radícula al agregar AG exógeno 

(Graot et al, 1988). 

Hay un incremento en las celulasas de semillas de tomate antes de la emergencia 

de la radícula en particular de la f3-1,4-endoglucanasa. La actividad de la f3-1,4-

endoglucanasa se incrementa en presencia de AG (Bradford et al, 2000) 

También se ha detectado la expresión de poligalacturonasas en el 

endospermo de semillas de tomate y esta actividad se incrementa después de la 

entrada de agua a la semilla (Sitrit et al, 1999). Las poligalacturonasas se han 

identificado en el desensamblaje de la pared celular además de estar presentes en 

la maduración de frutos (Hadfield and Bennet, 1998). 

Se aisló el DNA complementario (cDNA) de una putativa arabinosidasa a 

partir de semillas de tomate tratadas con GA por un ensayo de expresión diferencial 
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(Dahal el al, 1997). El RNA correspondiente se expresa en el endospermo en 

respuesta a GA pero no en el embrión (Bradford et al, 2000). 

Los xiloglucanos son quizá el principal componente hemicelulosico en la 

pared celular de las dicotiledoneas y la xiloglucan endotransglicosilasa 

problablemente tenga relación con la germinación. Se han asociado al 

ablandamiento de tejidos y al desensamblaje de la pared por observarse durante la 

maduración de frutos (Maclachlan and Brady, 1994). Aún no es claro si su función es 

en la hidrólisis del endospermo o el crecimiento del embrión (Bradford el al, 2000). 

La 13-1,3 glucanasa y la quitinasa son proteínas relacionadas a la patogenésis, 

ya que sus respectivos genes se expresan en respuesta a infección por patógenos y 

al daño mecánico de la planta (González-Carranza et al, 1998). También se 

expresan durante el desarrollo y se han encontrado en el endospermo de las 

semillas de tabaco en germinación (Vógeli-Lange et al, 1994) así como en semillas 

de tomate justo antes de la salida de la radícula (Wu el al, 1998). El AG exógeno 

induce la expresión de estos genes en semillas de tomate deficientes en la 

biosíntesis de esta hormona (Bradford et al, 2000). Se ha postulado que durante la 

hidrólisis de la pared celular, estas enzimas se requieran como un mecanismo de 

defensa durante la emergencia de la radícula o su función sea participar en la 

hidrólisis de pared celular (Bradford el al, 2000). 

En semillas de Arabidopsis thaliana se ha identificado un gen que codifica una 

expansina que tiene su actividad en el endospermo, lo que sugiriere su participación 

en el proce~o de separación de célula involucrado en la penetración de raíces a 

través de otros tejidos (Bradford et al, 2000). En semilla de tomate se encontró que 

este mismo gen es inducido por AG en el endospermo justo antes de la emergencia 

de la radícula (Chen and Bradford, 1998). 
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Un gen que quizá participa en la adaptación a la disecación es el que codifica 

la galactinol sintasa. Esta enzima cataliza la formación de galactiol de UDP

galactosa y myo-inositol. El galactiol es usado como el donador de galactosa para la 

formación de rafinosa (Liu et al, 1995). En presencia de AG la cantidad de este 

transcrito disminuye notablemente, pero aun no es claro si la expresión de esta 

enzima es necesaria para la adaptación al estrés y tolerancia a la desecación 

(Bradford et al, 2000). 

En semillas de tomate se han identificado una serie de transcritos llamados 

GAST1 que son inducidos por AG (Shi et al, 1992). Estos RNAm son poco 

abundantes durante el desarrollo de la semilla pero se incrementan en forma 

considerable durante la imbibición. De la familia de estos genes GAS se han 

identificado dos en Arabidobsis thaliana que solamente se expresan en semillas 

(Herzog et al, 1995). La función de las proteínas de bajo peso molecular (11 kDa) 

que codifican estos genes se desconoce, pero es muy probable que formen parte de 

un sistema de señalización durante la germinación inducida por AG y ABA (Bradford 

et al, 2000). Otras hormonas que juegan un papel importante en el control de la 

germinación son las citocininas (Fig 1-1). Estas en presencia de auxinas promueven 

la división celular, además de aumentar la síntesis de RNAm en semillas durante la 

germinación. 

En experimentos con benciladenina (BA), que es una citocinina sintética, se 

ha observado un incremento del 50% en la síntesis total de DNA además de ocurrir 

un incremelJto en la síntesis reparativa de DNA en ejes embrionarios de maíz 

(Reyes, 1991 l. La BA adelanta el inicio de la replicación de tal manera que un 

evento que ocurre normalmente a las 15 horas después de la entrada de agua, se 

presenta desde las 6 horas de germinación en presencia de BA a una concentración 
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de 10-6 M (Reyes et al, 1991). Se ha observado que la actividad de la DNA 

polimerasa (DNA polimerasa tipo o) de maíz en presencia de BA, a una 

concentración de 1X 10-4 M, es 2.9 veces mayor a las 6 horas de germinación y 1.5 

veces mayor a las 20 horas y para la DNA polimerasa 2 (DNA polimerasa tipo a ) es 

4.8 veces más alta a las 6 horas de germinación y 2.9 veces a las 20 horas en 

relación a un control (Vázquez-Ramos and Reyes,1990). 

~
' CH" .' CH, 

'OH 
H 

o 

A.ldo oboclolco (ABA) 

--,-O 
:):

N 

- " ~_ N 

e -bencll Imlno purtnl (BA) 

(Citocinlna sintética) 
Acldo glb.rtIlco. O"" (Olb."lIn. 3). 

Fig. 11 Estructura química de tres fitohormonas involucradas en el control de la 

germinación de semillas. 

1.3 Replicación del DNA en Eucariotes. 

La replicación in vitro del DNA de Simian virus 40 (SV40) ha servido como 

modelo para estudiar las funciones de las diferentes enzimas y proteínas 

involucradas en la replicación. SV40 (Simian virus 40) es un papovavirus con un 

genoma de 5000 pb. El tamaño del genoma ha hecho posible el mapeo de sus 

genes y conocer la secuencia completa. Para que ocurra la replicación del DNA 

viral se unen al origen de replicación dos proteínas virales llamadas antígenos T: 

(Tumor) una de bajo peso molecular t (17 kDa) y la otra, T, de 82 kDa. El antígeno T 

es requerido' para el inicio de la replicación y para la regulación dA la transcripción ya 

que se unen en lugares específicos en el DNA disociando la doble cadena en el 

origen (Kornberg, 1991). El antígeno T reconoce y se une a una secuencia rica en A 
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y T en el DNA, la activación de esta proteína depende del factor de replicación C 

(RFC). Posteriormente se recluta la proteína de replicación A (RPA), después se une 

la DNA polimerasa a. , esta genera un cebador y se integra el antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA) y la DNA polimerasa 6, .Ia topoisomerasa I o II y la DNA 

ligasa. La replicación de SV40 es semidiscontinua, bidireccional y es a la misma 

velocidad la síntesis de ambas cadenas. Se ha demostrado que lleva 8 minutos 

encontrar y abrir el origen de replicación (Toshiki el al, 1990). 

La replicación. del DNA comienza en sitios específicos de la molécula 

llamados orígenes de replicación, que permiten que genomas de gran tamaño sean 

replicados. Como primer paso en este proceso está el reconocimiento de estos 

orígenes y la apertura de la doble hélice del DNA por proteínas con actividad de 

DNA helicasas para permitir en primer lugar la síntesis del cebador. El inicio de la 

replicación en estos orígenes está altamente regulado por proteínas que se 

aseguran que cada secuencia de DNA se duplique solamente una vez por cada 

división celular (Melvin, 1999). 

Cada sitio de inicio de la replicación es reconocido por un complejo de seis 

polipéptidos (Beel and Stillman, 1992) llamado complejo de reconocimiento del 

origen (ORC), posteriormente son reclutadas la proteína Cdc 6, las siete proteínas 

de mantenimiento del cromosoma (MCM 2-7) de las cuales las MCM 4, 6 Y 7 tienen 

actividad de helicasa 3'-5' (lshimi,1997). La presencia de estas proteínas MCM en el 

origen de replicación es esencial para la unión subsecuente de la proteína de 

replicación A (RPA) Y de cuya asociación dependerá que el complejo MCM sea 

funcional (Tanaka,1998). RPA es un heterotrímero de 111 kDa que además de 
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estabilizar al DNA de cadena sencilla que se generó por la acción de las helicasa, 

estimula la actividad de la DNA primasa cuyas dos subunidades están unidas a la 

DNA polimerasa a (Wobbe et al, 1987; Fairman and Stillman, 1988; Wold and Kelly 

1988). Se ha demostrado la interacción directa de la DNA polimerasa a con RPA y 

que el reclutamiento de esta polimerasa depende de la funcionalidad de RPA, 

además el tiempo de reclutamiento de la maquinaria de replicación en orígenes 

tempranos y tardíos está marcado por el tiempo en que RPA se une a estos (Tanaka 

y Nasmyth,1998). 

la DNA polimerasa a es una fosfoproteína heterotetramérica conformada 

por una subunidad A (180 kDa ) que tiene la actividad catalítica de polimerasa, una 

actividad de primasa que reside en la subunidad O (48 kDa ) que está fuertemente 

asociada a la subunidad C (58 kDa ). Por último está la subunidad B de 70 kDa a la 

que no se le ha demostrado ninguna función catalítica, pero que sí es necesaria para 

el reclutamiento de la polimerasa a primasa a la horquilla de replicación (Melvin, 

1999). la función de la DNA primasa es sintetizar un oligoribonucléotido de 10 bases 

para que la DNA polimerasa lo elongue hasta 40 bases (Waga y Stillman, 1998) por 

la acción de la subunidad A. Este cebador de RNA-DNA se elimina posteriormente, 

pero es fundamental para el inicio de la replicación. 

la importancia de la DNA polimerasa a se ha determinado con diferentes 

estrategias experimentales en células mutantes de ratón temperatura sensibles en la 

DNA polimerasa a. Se observó que no eran capaces de replicar al DNA a la 

temperatura.restrictiva. Cuando se inyectan anticuerpos contra la DNA polimerasa a 

a núcleos, inhiben la replicación ya que depletan a la enzima de las células Hela. En 

el sistema de replicación in vitro de SV40 la precipitación con anticuerpos impide la 

replicación del DNA SV40 (Lehman y Kaguni, 1989). Por otro lado, por la baja 
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procesividad de la actividad de polimerasa (la deficiente capacidad de elongación) 

de esta proteína se sugiere que su función sea exclusivamente en el inicio de la 

replicación del DNA (Melvin, 1999). 

Durante la síntesis del DNA, ambas cadenas se sintetizan de 5' a 3' pero 

como la cadena de DNA es antiparalela, se requiere un mecanismo diferente para 

cada una. Una de ellas se sintetiza continuamente en el mismo sentido que avanza 

la horquilla de replicación pero la otra se sintetiza discontinuamente en dirección 

opuesta al avance de la horquilla de replicación. Para la síntesis discontinua es 

necesario una síntesis repetida de cebadores (Figl-2/2) que se elongan por las DNA 

polimerasas i5 y E (Fig 1-2/4) Y que forman segmentos cortos de DNA llamados 

fragmentos de Okazaki (Melvin 1999). Los cebadores de DNA se eliminan por la 

RNAsa H1 (Fig 1-2/5) Y por una exo/endonucleasa 5'-3' de 46 KDa llamada FEN-1 ( 

Fig 1-2/5). La RNAsa H1 hidroliza al cebador de RNA desde su extremo 5' dejando 

un ribonucleotido en el extremo 5' de la cadena de DNA de este mismo cebador, 

siendo este el sustrato para FEN1. Los huecos producidos por estas nucleasas se 

llenan probablemente por las DNA polimerasas i5 y E Y la DNA ligasa I los une 

formando al final una sola cadena. (Fig 1-2/7). 
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Fig 1-2.Mecanismo de maduración de los fragmentos de Okazaki,en el que se muestra la 
función sucesiva de distintas enzimas y proteínas durante la replicación del DNA en 
eucariontes (Stillman, 1994). 

La DNA polimerasa a se disocia del complejo de replicación por la acción del 

factor de replicación C (RFC) (Tsurimoto and Stillman, 1989; Lee et al, 1991) que 

está conformado por cinco subunidades distintas (p140, p40, p38, p37 y p36) y se 

une al cebador inmediatamente después de que éste se síntetiza por la DNA 

polimerasa a primasa. El RFC recluta tanto al antígeno nuclear de proliferación 

nuclear (PCNA) como a la DNA polimerasa ~ (heterodímero compuesto por p125 y 

p50) y ia DNA poiimerasa E (Fig 1-3). El PCNA, es un homotrímero de 87 kDa y su 

función es incrementar la procesividad de las polimerasas ~ y E manteniendo una 

asociación estable entre las polimerasa y el DNA molde. Estas polimerasas además 
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tienen una actividad de exonucleasa que asegura la fidelidad del DNA sintetizado. 

La DNA polimerasa Ii fue caracterizada por primera vez de timo de ternera y luego 

en otras especies. Su función esencial en replicación se ha demostrado en 

levaduras ya que al ser mutada y sobreexpresada se detiene el ciclo celular en la 

fase S (Kornberg, 1992) 

Tanto la DNA polimerasa Ii como la B tienen una función catalítica similar y 

ambas son esenciales para la viabilidad en levaduras, (Wang, 1991), pero se ha 

observado que la DNA polimerasa E no complementa de manera eficiente a 

mutantes en DNA polimerasa o durante la replicación del DNA (Lee et al, 1991). Una 

vez que la DNA polimerasa o se recluta en la horquilla de replicación (Fig 1-3) es 

capaz de sintetizar fragmentos de DNA de 5 a 10 kb; en el caso de la cadena 

discontinua la DNA polimerasa sintetiza segmentos de DNA hasta que se encuentra 

el extremo de algún otro fragmento (Figl-3). 
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Fig 1-3 Sintesis semidiscontinua del DNA. Este diagrama representa a la organización de la horquilla 
de replicación. En diagrama no se ha incluido al factor de replicación C, debido a que aun no se tienen 
evidencias que demuestren que este continua en el aparato de replicación una vez que PCNA a 
ingresado a la horquilla de replicación (Melvin, 1999). 

1.4. Reparación del DNA. 

Entre los múltiples mecanismos de reparación del ONA hay dos que han sido 

estudiados con más detalle: Reparación por escisión de bases (BER) y reparación 

por escisión de nucleótidos (NER) (Taylor and Lehmann , 1998). 

1.4.1.Repaiación por escisión de bases 

El primer evento de reparación por escisión de bases (BER) es la hidrólisis del 

enlace N-glucosidico que une la base nitrogenada a la cadena de desoxi-ribosa 

fosfato. La hidrólisis de este enlace se cataliza por enzimas llamadas glicosilasas 
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donde cada enzima elimina un tipo de base errónea, por ejemplo, la uracil DNA 

glucosidasa cataliza la escisión de la base uracilo del DNA. Otro ejemplo, es la 

timidina DNA glicosidasa que cataliza la escisión de timidina cuando ha sido 

incorporada erroneamente al DNA por guanina (Melvin, 1999). La escisión de la 

base genera sitios apurínicos o apirimidicos, que son reparados por las Apirimídico ó 

apurínico (AP) endonucleasas que cata liza n la incisión del enlace fosfodiester hacia 

el extremo 5' del sitio AP, generando así residuos con un extremo 3' OH Y otro con 

un extremo 5' desoxi-ribosafosfato (Taylor and Lehmann, 1998). Para completar el 

proceso de BER se requiere de la enzima desoxi-ribofosfo-diesterasa para eliminar 

el extremo 5' generado por la AP endonucleasa, seguido por una síntesis reparativa 

y una ligación del DNA (Taylor and Lehmann, 1998). 

La mayoría de los genes que participan en este sistema de reparación han sido 

clonados por complementación de mutantes de E. coli (Van der Kemp et al, 1996). 

1.4.2. Reparación por escisión de nucléotidos 

Este sistema de reparación es particularmente efectivo en los daños 

provocados por distorsiones de la hélice debidas a la formación de foto productos, 

principalmente dímeros de timina, inducidos por una exposición a luz UV.La 

reparación por escición de nucleótidos (NER), es un proceso relativamente complejo 

que requiere de la acción de varias proteínas para el reconocimiento de la lesión, la 

apertura de la doble cadena del DNA alrededor del daño, y la escisión de éste 

(Wood,1996). 

Como .. primer paso en la reparación por NER está el reconocimiento del daño 

por la proteína XPA (xeroderma pigmentosa A) que se une a la cadena de DNA 

dañada. Al parecer, esta proteína de 38-42 kDa , identifica desviaciones mínimas en 

la conformación normal del DNA. La XPA forma un complejo con la proteína de 
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replicación A (RPA), la cual se une a la cadena no dañada que queda desapareada 

(He, 1995), pero además incrementa la afinidad de la XPA por el DNA dañado, esto 

sugiere que en su forma funcional la XPA esta unida a la RPA. Se sabe que 

participan otras dos proteínas de unión a cadena sencilla que son la XPC 

(xeroderma pigmentosa C) y la XPE (xeroderma pigmentosa E) pero su función aun 

no ha sido definida con precisión. Se cree que la XPC aumenta la eficiencia en la 

unión a las lesiones y de la XPE se sabe que in vitro puede sustituir la función de la 

RPA. 

El complejo XPA-RPA, recluta al complejo TFIIH el cual colabora con las 

helicasas, XPB (xeroderma pigmentosa B) y XPD (xeroderma pigmentosa D) , que 

abren la cadena de DNA. Después, la proteína nucleasa XPG (xeroderma 

pigmentosa G) se une a RPA. Esta nucleasa corta al DNA dañado en su extremo 3', 

a continuación, XPA actúa como sitio de unión para la nucleasa 5' que es un 

complejo multimérico que contiene a la proteína ERCC1 y a XPF (xeroderma 

pigmentosa F), las cuales cortan en el extremo 5' del sitio donde está el DNA 

dañado (Cleaver and States, 1997). El fragmento de DNA que es de 30 nucleotidos y 

que contiene el daño se desplaza, dejando un fragmento desapareado, el cual 

continua unido a la RPA. El nuevo DNA es sintetizado por la DNA polimerasa i5 con 

participación de el RFC y el PCNA, que son necesarios en ensayos in vitro e in vivo, 

y finalmente la DNA ligasa, que une al DNA con el resto de cadena (Figl -4). Las 

mutaciones en el gen de la proteína XPA se reflejan en una pérdida de la capacidad 

de reparción'de daño s.ufrido por UV de fuente solar o artificial (Cleaver et al, 1997). 

La mayoría de los genes de las proteínas que participan en NER en humanos 

han sido clonados en levadura por complementación de mutantes sensibles a 

16 



radiación y algunos se han clonado basándose en su identidad con genes de 

levaduras (Sijbers et al, 1996). 

(a) UnIóD 11 RPA UaIón. 
_ TFIIH '-Jff _.RPAyDNA 

Unl6n a ERee1 -+ _.'''~_' +-- __ ... 
fkdode7,11 (e). 
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~ / ""I3.RFC.RPA.PCNA. , , ..... 
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Fig 1-4 Esquema general del sistema de reparación por escisión de 
nucléotidos (Cleaver and States, 1997). 

1.5 Proteínas de Replicación en Plantas 

Aun cuando los mecanismos básicos que controlan el avance del ciclo celu!ar 

parecen estar conservados en todos los eucariotes superiores, el control temporal y 

espacial de la división celular puede diferir en forma importante entre distintos 
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organismos. Las plantas tiene características únicas de desarrollo, que no se 

encuentran ni en animales ni en hongos. 

1.-Debido a la presencia de la pared celular rígida, las células vegetales no se 

pueden mover y en consecuencia la organogénesis depende de la división celular y 

expresión celular en el sitio de la formación del nuevo órgano. 

2.-Las divisiones celulares están confinadas a regiones especializadas llamadas 

meristemos. Estos meristemos producen continuamente células nuevas, que 

conforme se alejan del meristemo, se diferencian. La identidad del meristemo puede 

cambiar de una fase vegetativa a una fase reproductiva, resultando en la producción 

de flores. 

3.-EI desarrollo de una planta es principalmente post-embrionario. Durante la 

embriogénesis, el principal evento del desarrollo es el establecimiento del eje raíz

brote. La mayor parte del crecimiento vegetal ocurre después de la germinación, por 

desarrollo reiterativo en los meristemos. 

4.- Como consecuencia de la vida sésil de las plantas, el desarrollo y la división 

celular está altamente influenciada por los factores ambientales como la luz, 

gravedad, heridas, disponibilidad de nutrientes y condiciones de estrés (De Veyleder 

el al, 1998) 

Una de las estrategias para estudiar el ciclo celular en las plantas ha sido la 

caracterización molecular de genes, de cDNA y de proteínas homólogas a las 

animales y levaduras y compararlas tanto estructural como funcionalmente. 

Asimismo, eJ estudio de la expresión de estos genes y las interacciones entre las 

proteínas durante eventos de desarrollo específicos contribuyen a definir la función 

específica de estos reguladores en células vegetales. 
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Se han caracterizado algunas de las proteínas que participan en la replicación 

en plantas superiores y se ha encontrado un alto grado de conservación estructural 

entre estas proteínas y las caracterizadas para mamíferos. Esto sugiere que el 

funcionamiento es de manera análoga y por tanto que los mecanismos de 

replicación entre eucariotes superiores están muy conservados. 

1.5.1 peNA en plantas. 

En Arabidopsis thaliana se han identificado secuencias genómicas parecidas 

al peNA humano dentro de los cromosomas 5 (Lin et al, 1999) y 1 (Theologis et al, 

2000). 

En Brassica napus se caracterizó un cONA de 1004 nucleótidos que codifica 

una proteína de 263 aminoácidos con una similitud de 81.6% al peNA de humano. 

Por Southern blot se detectaron al menos dos copias del peNA (Markley et al, 

1993). En maíz (Zea mays) se clonó el cONA de peNA que predice una proteína de 

263 aminoácidos, y tiene una identidad del 62 % al peNA de humano y de 95 % al 

reportado para el peNA de arroz (Oryza sativa) (López et al, 1995). Una segunda 

clona de cONA aislada es 94 % idéntica a la primera en la región codificante pero 

difiere en un 40 % en las regiones 5' y 3' no traducibles. Por Southern blot se 

confirmó la existencia de dos genes de peNA y los Northern blots revelaron que 

ambos genes se expresan igualmente en tejidos en proliferación (López et al, 1997). 

En arroz se han reportado una clona genómica y una clona de cONA de 

peNA ambas clü(téls iienen 788 nucleótidos y codifican para una proteína de 263 

aminoácidos y un peso molecular de 29 kOa. La comparación entre esta secuencia y 

la secuencia del peNA de ratón revela una similitud de 64 % a nivel de nucleótidos y 
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62 % de similitud a nivel de proteína. El peNA de arroz tiene una similitud de 88% 

con la secuencia de aminoácidos traducida de peNA de soya (Suzuka et al, 1991). 

En ONA genómico de zanahoria (Daucus carota) se detectaron por Southern

blots un gene de peNA cuyo RNA tiene un tamaño de 1.5kb y una identidad de 88% 

con el peNA de humano (Hata et al, 1992). 

En la planta vincapervinca (Catharanthus roseus) se identificó el cONA del 

peNA con un marco de lectura abierto de 804 aminoácidos y una masa relativa de 

29 kOa con un 85 % de similitud con la peNA de humano (Kodama et al, 1991) 

En chícharo (Pisitum sativum) (Mukherjee et al, 1998) y tabaco (Nicotiana 

tabacum) (Egelkrout et al, 2000) se han identificado los cONA del peNA que 

predicen proteínas de 266 y 264 aminoácidos respectivamente. 

1.5.2.0NA Polimerasas a y o 

Se ha identificado en Arabidopsis thaliana secuencias genómicas de la 

subunidad catalítica de ONA polimerasa o en el cromosoma 1 (Un et al, 1999) y en 

el cromosoma 5 (Sato et al, 2000). Esta secuencia predice una proteína de 1081 

aminoácidos y que es 54 % idéntica y 70 % similar a la ONA polimerasa i5 de 

humano. 

En arroz, la secuencia de cONA de la subunidad catalítica de la ONA 

polimerasa i5 se puede predecir una proteína de 110.5 kOa con una identidad de 53 

% Y una similitud de 70 % a la encontrada en humano (Hatanaka et al, 2000). 

También en arroz se ha identificado el cONA de !a subunidad catalftica de la 

ONA polimerasa a (Yokoi et al, 1997) que codifica una proteína de 1245 

aminoácidos y que tiene una identidad de 38 % Y 55 % de homología a la de 

humano. 
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A partir de hoja de espinaca se ha purificado a la DNA polimerasa tipo a que 

tiene un peso molecular aproximado de 160 000 Da (Misumi el al, 1982). 

No se tienen evidencias de proteínas homólogas en plantas de RFC ni de FEN1. 
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1.6. La proteína de replicación A (RPA) 

Uno de los factores esenciales en la replicación del DNA eucariótico es la 

proteína de replicación A (RPA). Esta es un complejo heterotrímerico estable 

formado por subunidades de 70kDa, de 34 a 32 kDa y de 11 a 14 kDa (Fig 1-5). El 

peso molecular de las subunidades varía en los rangos indicados en distintas 

especies: en la RPA humana, los pesos moleculares de los polipéotidos son 68, 29 Y 

13.5 kDa para RPA-1, 2 Y 3 respectivamente. El complejo heterotrimérico en 

humanos tiene un peso predicho por su secuencia del cDNA correspondiente de 

111 kDa. 
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Fig 1-5. Esquema de la proteína de replicación A de humano, donde se muestran las tres 
subunudades y las proteínas con las que interaccionan cada una de ellas. Los dominios de unión 
a DNA (DBD), el putativo dedo de Zn y la región de fosforilación se muestran en RPA-1 y RPA-2 
(lfode el a/1999). 
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La RPA es la proteína más abundante de las SSB ("single-strand binding") 

celulares (Wold,1997). (En timo de ternera se han aislado una SSB de 48 y otra de 

61 kDa que estimulan la actividad de la DNA polimerasa a hasta 100 veces 

bloqueando sitios de unión no productivos en el DNA dejando libre el lugar donde se 

une la polimerasa, otras SSB se han identificado en levaduras pero su función aún 

no se conoce (Kornberg 1992)). En la literatura se le ha nombrado de diferentes 

maneras, incluyendo proteína de replicación A, factor de replicación A (RFA) Y 

proteína de unión a cadena sencilla de DNA humana o HeLa (HSSB). Sin embargo, 

RPA es la denominación más común y más apropiada para esta proteína debido a 

que la inicial R se refiere a replicación pero también se puede referir a 

recombinación y reparación, eventos en los cuales participa esta proteína. El 

acrónimo RPA se refiere siempre al heterotrímero, mientras que las subunidades 

separadas se denominan por su peso molecular aparente, RPA70, RPA32 y RPA14. 

Sin embargo por las diferencias que se han encontrado en el peso de las 

subunidades en las diferentes especies se ha optado por denominar a las 

subunidades como RPA-1, RPA-2, RPA-3 en orden decreciente de peso (Ozawa, 

1993 y Umbricht, 1993). 

La principal función de RPA y también la más estudiada es estabilizar al DNA 

de cadena sencilla durante la replicación (Iftode et al, 1999). RPA se une con alta 

afinidad al DNA de cadena sencilla por lo que forma parte de las proteínas SSB sin 

embargo cualquiera de las subunidades de RPA tienen una baja similitud con otras 

SSB conocidas (Erdile et al, 1991). 
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La proteína de replicación A (RPA) fue originalmente purificada de extractos 

celulares humanos como un componente esencial para la replicación de DNA en 

ensayos in vitro. Se caracteriza por tener una alta afinidad por cadena sencilla en 

comparación con su unión al DNA de doble cadena, y no puede ser remplazada 

exitosamente por otra SSB heteróloga ni en ensayos in vivo ni in vitro, lo que sugiere 

la interacción específica de RPA con otras proteínas (Erdile et al, 1991). El 

heterotrímero es soluble una vez ensamblado, pero cada subunidad por separado es 

poco soluble. Cuando RPA-2 y 3 son coexpresadas forman un complejo soluble que 

al interaccionar con RPA-1 aumentan su solubilidad, lo que sugiere que la formación 

del complejo RPA-2-RPA-3 es un paso necesario para la formación de RPA y quizá 

para el plegamiento correcto de RPA-1 ( Henricksen et al, 1994). 

Por ensayos de inmunolocalización en células humanas se ha demostrado 

que RPA se encuentra en el núcleo y está presente en el foco de replicación, justo 

antes del inicio de la fase S y permanece ahí durante la síntesis del DNA 

(Adachi, 1992 y Tanaka, 1998). 

La mayoría de los estudios muestran que una vez que ha concluido la fase S, 

RPA-1 se disocia de los cromosomas, y durante la fase M, solamente RPA-2 se 

encuentra asociada a estos. RPA-3 se localiza en el citoplasma durante la mitosis, lo 

que sugiere que el ensamblaje del heterotrímero es regulado durante el ciclo celular 

(Cardoso,1993). 

RPA estimula la actividad de helicasa en células humanas y en levaduras y 

aun cuand.o muchas helicasas son estimuladas por SSBs solamente algunas 

helicasas eucarioticas son estimuladas por RPA. El heterotrímero también estimula 

la actividad de las DNA polimerasas: a, o y e (Mitsis et al, 1993 y Erdile et al, 1991). 

Además, se ha demostrado que la HsRPA estimula la actividad de exonucleasa 3'-5' 
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de la DNA polimerasa i5 (Wold, 1997). Mientras que la DNA polimerasa a es 

estimulada unicamente por RPA las otras DNA polimerasas son estimuladas por 

diferentes SSBs (Wold,1997). La estimulación de la actividad de las DNA 

polimerasas a y E requiere de la presencia de otros factores como PCNA. 

La RPA está involucrada también en el proceso de recombinación del DNA. 

Estudios en células de monos han mostrado que la RPA-2 y la Rad52 (que es una 

proteína que ayuda a la unión entre las cadenas de DNA) forman un complejo 

esencial para la recombinación (Hays et al, 1998). Estudios in vitro con la scRPA 

muestran que la RPA puede reducir la cantidad de estructura secundaria en el DNA 

de cadena sencilla sugiriendo que una vez que el DNA es cortado, la RPA se une a 

la cadena sencilla del DNA reduciendo las estructuras secundarias. Posteriormente, 

la Rad52 desplaza a la RPA facilitando la unión de la RAD51. Estas tres proteínas 

interaccionan entre si (Fig 1-5) Y quizá sean las encargadas de buscar la secuencia 

homóloga durante la recombinación (New et al, 1998). 

Como ya se describió anteriormente la RPA es fundamental en algunos mecanismos 

de reparación de DNA ya que se une a la XPA aumentando la eficiencia de ésta 

para reparar el dañado DNA por luz UV. La XPA interactúa con las subunidades 1 y 

2 de RPA (Li, et al, 1995) (Fig. 1-5), pero sólo la unión con la RPA-1 es esencial para 

la función de la XPA, en cambio la interacción con la RPA-2 no indispensable. 

1.6.1 Estructura y función de la RPA-1 

La RPA se une 3 cadena sencilla del DNA como un complejo heterotrimérico 

pero la actividad de unión más importante se encuentra en la subunidad de 70 kDa 

(Wold, 1989), que interactúa con una región de 30 nucleótidos, en el DNA. 
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La RPA-1 está conformada por cuatro dominios; un dominio hacia el extremo 

amino terminal (del aminoácido 1 -168 en hsRPA) que participa en la interación de 

RPA con otras proteínas, un dominio central de unión al ONA (del aminoácido 169-

441), aunque los aminoacidos del 113 al 168 no se unen al ONA son necesarios 

para una interacción óptima (André, et al, 1999) un supuesto dedo de Zn ( alrededor 

de las aminoácidos 481-503) y un dominio hacia el extremo carboxilo terminal 

(aproximadamente del aminoácido 503-616) el cual es requerido para la interacción 

con RPA-2 Y 3 (Wold, 1997) (Fig 1-6) 

& ,.Aad51 

',¡;.?cPM m Aiilhw&f Solas.,: !S<SMil;;"',. E 

'+RáE', H6ññ3 l pey&? p53 ,,) su, t, \" p53 

'bid 'ifI W-i *1'0' VP16 activalion DNApol w'primas:l lO¡; •• ", •• ;¡; .. :::¡,,,, i APA2 

t=:=1 APA3 tp- 'a m f€..díriH F+' 31,¡¡ 

tI "'4, .5" tdUfiP6/YBtf ,l.. AntígenoT .A .. · .. ,.,,;;. _ .. . jl' , Ensamblaje del heterotrimero 

ImIm:m¡¡~~Z"AlZ"AlZ"AlmlmJil OBO crystaJ struclure 

hsRPA1 
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Fig. 1-6 La proteína de replicación A-1, dominios de unión (A B, e, putativo dedo de zinc y 
proteinas con las que interaciona (Ifode, 1999). 

Se ha identificado que la región central de la RPA-1 es indispensable para su 

unión a ONA (del residuo 16!=l a! 441 aproximadamente); este dornillu de unión a 

ONA (OBO) está compuesto por dos subdominios intercambiables denominados A y 

B (Philipova et al, 1996), que interactúan directamente con el ONA y tienen la misma 
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estructura tridimensional. El subdominio A abarca de los residuos de 198 a 291 yel 

subdominio B de los residuos 305 a 402 (Gomes et al, 1995 y Gomes et al, 1996) 

con una separación de 15 aminoácidos. En estudios recientes se ha observado que 

hacia la región del C-terminal (residuos 416-621), existen cuatro dominios de unión a 

ONA de cadena sencilla, aunque la interacción es débil (Brill et al, 1998), además, la 

región central de RPA-2 tiene también actividad de unión a cadena sencilla (residuos 

43-171). Los diferentes OBO de la RPA han sido designados de la siguiente manera: 

el dominio central y de mayor afinidad en RPA-1 son los subdominios A y B, el sitio 

de baja afinidad en la RPA-1 hacia el C-terminal, dominio C y el sitio central de la 

RPA-2, dominio O (Brill et al, 1998). La presencia de varios sitios de unión a ONA a 

lo largo de toda la proteína sugiere que la unión de la RPA a cadena sencilla del 

ONA ocurre en más de un paso. Se ha propuesto que la secuencia de eventos 

comienza con la unión de la RPA a 8 nucleótidos de manera inestable, a través del 

dominio de alta afinidad A y B Y después de la formación de este complejo, la RPA 

se alinea con el ONA usando los sitios secundarios del OBO (dominios C y O), 

formando así un complejo estable, unido a una región que abarca 30 nt (Blackwell et 

al, 1996). 

Además de su función de unión a cadena sencilla de ONA, el extremo C

terminal (residuos 503-616), es necesario para el ensamblaje del heterotrímero. El 

análisis con mutantes sugiere que los 50 aminoácidos hacia el C-terminal son 

requeridos para la interacción entre la RPA-1 y la RPA-3, mientras que los 60 

aminoácidos adyacentes son requeridos para la interacción con la RPA 2 (Kim el al. 

1996) 

Todos los homólogos a la hsRPA-1 tienen un hipotético dedo de zinc (C-X4-

C-X13-C-X2-C) muy conservado localizado cerca del residuo 500. El alto nivel de 
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conservación entre las especies sugiere que este motivo tiene una importancia 

considerable en la estructura y función de la RPA Hay evidencias que indican que 

este dedo de zinc es necesario para la estimulación de la DNA polimerasa 0, lo cual 

no resulta esencial para replicación, pero sí para la reparación y afecta la estabilidad 

de la interacción RPA-DNA de cadena sencilla (Gomes y Wold,.1996). Otros 

estudios han demostrado que el dominio de dedo de zinc sí contribuye a la unión al 

DNA y se ha sugerido que pudiera ser aún más importante la unión que aporta este 

dominio que la que aporta la RPA-2 (Lao Ye et al, 1999). Aun con mutaciones en 

tres de las cisteínas del dedo de zinc, la proteína recombinante puede mantener la 

replicación in vitro. El requerimiento de este motivo parece estar en la reparación 

pero no tanto en replicación lo que sugiere un papel diferencial de la RPA en el 

metabolismo del DNA (Dong et al, 1999). Se ha observado que una las cisteínas 

que conforman este dedo de zinc pueden formar puentes disulfuro, lo cual induce 

un cambio conformacional que interfiere con la unión al DNA o con la unión a otras 

proteínas. La unión de Zn(lI) de manera coordinada con los cuatro residuos de 

cisteína impediría la formación de puentes disulfuro y de esta manera el Zn2
+ tendría 

un papel regulador en la unión de la RPA-1 al DNA (Park et al, 1999). 

Los estudios de Park y colaboradores sugieren que es esencial la 

participación de un catión divalente como el Zn2
+ en la conformación y regulación de 

la RPA (Park et al, 1999). 

La RPA además tiene la capacidad de unión a cadena doble de DNA (dsDNA) 

y ésta aumenta de manera importante cuando encuentra una parte abierta o 

desapareada donde entra con afinidad a cadena sencilla y desestabiliza aun más a 

la doble hélice. Se ha demostrado que la presencia del dedo de Zn2
+ es importante 

en la unión de la RPA al DNA de doble cadena, debido a que mutaciones en este 
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dominio disminuyen su afinidad .. Lo anterior sugiere que esta unión podría ser 

importante en el reconocimiento y reparación de daño (Lao el al, 1999). 

Por análisis mutacíonal se han identificado algunos aminoácidos indispensables en 

la subunidad de 70 kDa para que esta funcione adecuadamente. Cuando la Lys 45 

es sustituida por Glu causa una disminución del 90% en la recombinación y cuando 

las Ser 351 y Ser 373 son remplazadas por Pro, ocurre una elongación defectuosa al 

igual que una iniciación de la replicación deficiente (Umezu el al, 1998). 

1.6.2 Estructura v función de RPA-2 

Al parecer la RPA-2 contiene tres dominios funcionales diferentes, en el 

extremo amino terminal se encuentra un sitio de fosforilación, en la región central un 

sitio de unión de unión secundaria al DNA y en el extremo carboxilo terminal un sitio 

de unión a la XPA (Ifode el al, 1999) (Fig 1-5). 

La subunidad de 32 kDa de RPA se fosforila in vilro en los residuos Thr-21 y 

Ser-33 por la proteína cinasa dependiente de DNA (DNA-PK) (Niu el al, 1997) y en 

Ser-23 y Ser-29 por el complejo cdc2-ciclina (Henrickese el al, 1994). Esta 

fosforilación es observada cuando la RPA esta unida a DNA de cadena sencilla yen 

repuesta a daño del DNA por luz UV, en presencia de hidroxiurea y durante 

apoptosis (Liu el al, 1993; Carty el al, 1994; Treuner, el al 1999), lo que apoya el 

papel de RPA en la regulación del metabolismo del DNA. 

Por el sistema de doble híbrido utilizando a hsRPA-1 como anzuelo, se ha 

aislado un homólogo de RPA-2 de células humanas que tiene una identidad del 

47% con la RPA-2 reportada para humanos, llamada RPA 4 que se expresa en 

células de placenta y de colon en humanos. Además, esta proteína es capaz de 

ensamblarse con la RPA-1 y la RPA-3 y este heterotrímero es capaz de unirse al 

29 



DNA de cadena sencilla (Keshav el al, 1995). Esto abre la posibilidad de una 

expresión diferencial entre tejidos o en diferentes etapas del desarrollo. 

1.6.3 Estructura V función de RPA-3 

La función de la RPA-3 aun no es conocida se ha propuesto que interactúa 

directamente con el DNA, pero esto aún no se ha demostrado (Philipova el al, 1996), 

deleciones en el extremo carboxilo terminal en levaduras hacen a la célula no viable 

(Ifode el al, 1999). 

En estudios en células de Saccharomyces cerevisiae con la RPA-2 y la RPA-3 

mutadas en diferentes regiones y temperatura sensibles se observó solamente las 

células que tenían a la RPA-3 mutada pero no a la RPA-2 podían llevar a cabo por lo 

menos una ronda de replicación de DNA, demostrando que es suficiente para el 

movimiento de la horquilla de replicación que se forme el complejo RPA-1 y RPA-2 

(Maniar el al , 1997). 

1.6.4 La RPA en otras especies 

Subsecuente a la identificación de la RPA humana, que fue la primera que se 

caracterizó, se han encontrado heterotrímeros ortólogos de la hsRPA en varios 

organismos eucariotes: la scRPA en Sacharomyces cerevisiae (Heyer el al, 1990), la 

spRPA en Schizosaccharomyces pombe (Parquer el al, 1997), la xlRPA en Xenopus 

laevis (Adachi y Laemmli,1992) y la dmRPA en Drosophila melanogasler (Mitsis et 

al,1993). Togas las RPA encontradas en diferentes organismos son heterotrímeros 

estables con subunidades aproximadamente de 70, 30 Y 14 kDa. Hay un alto nivel 

de similitud entre las RPA caracterizadas en distintas especies, en particular los 

genes de las subunidades 1 y 2 están altamente conservados. La comparación de 
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secuencias de RPA-1 en el extremo N- terminal muestra menor conservación que la 

región central y la región del e-terminal (Wold, 1997) (Tabla 1-1) . 

. --- -- -
H. sapiens X. laevis D. melanogaster S.pombe Especie 
RPA1 RPA1 RPA1 RPA1 ---.---

S. cerevlslae 44.5 (32.5) 44.4 (33.1 ) 46.9 (34.5) 50.4 (39.2) 
RPA1 
S.pombe 50.0 (38.7) 51.9 (41.4) 49.4 (36.9) 
RPA1 
D. melanogaster 54.6 (45.3) 54.3 (44.5) 
RPA1 
X. laevls 80.7 (74.1 ) 
RPA1 

Especie H. sapiens H. saplens M. musculus S.pombe 
RPA2 RPA4 RPA2 RPA2 .. --

S. cerevlslae 37.8 (29.9) 35.3 (26.9) 37.4 (29.5) 41.7 (35.7) 
RPA2 
S.pombe 43.5 (34.2) 38.7 (29.2) 44.2 (34.6) 
RPA2 
M. musculus 88.5 (87.4) 54.1 (45.6) 
RPA2 
H. saplens 56.8 (47.5) 
RPM 

Especie H. saplens S.pombe 
RPA3 RPA3 - .- - -

S. cerevislae 35.2 
RPA3 

(27.6) 35.3 (27.4) . 

S.pombe 37.0 (26.0) 
RPA3 

Tabla 1-1 Comparaciones entre las secuencias de aminoácidos de las tres subunidades de 
ortólogos de RPA El primer valor indica el porcentaje de similitud y el segundo valor entre 
paréntesis indica el porcentaje de identidad (Ifode el al. 1999). 

1.6.5.La RPA en plantas 

En plantas se conoce poco sobre la caracterización de los genes y proteínas 

de las diferentes sub unidades de esta proteína. En arroz (Oryza sativa) se 
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caracterizó el cONA de la RPA-1 (OsRPA-1 No. de acceso de Gen Bank 

AF009179) por ensayos de despliegue diferencial en búsqueda de genes inducidos 

por giberelina. Este cONA predice una proteína de 69.6 kOa, con tres dominios 

funcionales, que corresponden al sitio de interacción con RPA-2 y 3 así como los dos 

subdominios de alta afinidad por ONA. Cuando estos dominios se insertan entre los 

extremos amino y carboxilo de la ScRPA-1 se puede complementar mutantes termo 

sensibles de levadura. El transcrito se expresa preferencial mente en hoja joven, en 

raíz de plántulas de 3 días y en meristemo apical y los niveles de expresión en tallo 

son menores pero aumentan en presencia de giberelinas. (Van der Knapp,1997). 

Con el reporte de la secuencia completa del genoma de Arabidopsis thaliana ( The 

Arabidopsis Genome Initiative, 2000) se identificaron seis secuencias homólogas a 

RPA-1 que codificarían para la subunidad completa. Además, se describen otras 76 

secuencias parciales como, similares a la RPA, pseudogenes y proteínas tipo RPA 

(http://www.tigr.org/docs/tigr-scripts/edb2_ scripts/neuk _name _ search. spl) 

distribuidas en los cromosomas 1, 2, 3 Y 5 . 

A nivel bioquímico se ha purificado RPA de núcleos extraídos de protoplastos 

de hojas de tabaco cuyas subunidades 1, 2 Y 3 disociadas tienen masas moleculares 

relativas de 70, 34 Y 14 kOa respectivamente que se observaron en un gel de 

poliacrilamida teñido con plata. Este heterotrímero muestra actividad de unión a 

cadena sencilla de ONA in vitro y estimula la actividad de la ONA polimerasa a hasta 

cuatro veces con cantidades crecientes de RPA. Sin embargo, un exceso de RPA 

causa una disminución de 1.5 veces en la actividad de la ONA polimerasa a de 

tabaco (García-Maya, 1997). 
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Antecedentes 

En el laboratorio se aisló un fragmento de DNA de maíz de 300 pb, con 

oligonucleótidos diseñados a partir de una secuencia reportada en un banco de 

información de secuencias de cONA (EST, expresed sequence tags 52849 GenBank: 

T23395). El oligonucleótido sentido fue llamado rpa1 y el oligonucleótido antisentido 

fue llamado rpa2. La amplificación del fragmento de DNA por la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) hizó a partir de DNA genómico de maíz bajo las siguientes 

condiciones: 

1 ciclo: 

• Desnaturalización :95°C 3 min 

35 ciclos: 

• Desnaturalización 95°C 1 min 

• Alineamiento 56° C 40 seg 

• Elongación: 72° C 40 seg 

1 ciclo 

• Elongación 72° C 10 min 

MgCI2 2.5 mM, Buffer 1X (10 mM tris-HCI, pH 8.9 , 50 mM KCI), dNTPs 0.2 mM, 

oligonucleótidos 1 ~M cada uno, Taq polimerasa 0.25 U/~L) 

El producto de la reacción se analizó en un gel de agarosa (Fig A1A), en el que 

se observa una banda de aproximadamente 300 pb (carril 3).También se probaron 

como moldes cONA proveniente de RNA aislado de ejes embrionarios de maíz 

germinados _por 24 horas (carril 2) y una alicuota (aproximadamente 107 pfu) de un 

banco de cONA de maíz (carril 4), pero en ninguno de estos se encontró producto de 

amplificación. 
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CARRIL 

600pb --. 
300pb -... 

Fig.A1A Obtención de una sonda de ONA por la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) usando los oligonucléotidos 
1 rpa y 2rpa diseñados a partir de la clona dbEST 52849 
(GenBank:T23395) del proyecto Maize cONA sequences in 
dbEST (Expressed Sequense Tags) .. Carril 1, marcadores de 
peso molecular escalera 100 pb; carril 2, molde, cONA de 
RNA 24 horas de germinación; carril 3, ONA genómico; carril 4, 
ONA de banco de cONA de malz. 

Este fragmento se clonó en el sitio Eco RV del vector de clonación pKS-

Bluescript, que se usó para transformar Ecoli DH5a competentes. A esta clona se le 

llamó RPA 12. En la figura A 1 B se muestra que el producto de PCR se clonó en el 

vector pues al digerir el DNA con Eco RI y Hind 111 se libera este fragmento (carril 3 y 

4) 

Carriles l 2 3 4 5 

2900 pb ~ 

300 pb 

Fig A1 B Clonación del fragmento de PCR obtenido con 
los aligas rpa1 y rpa2 en el vector de clonación pKS 
Bluescript.carril1 marcadores de peso molecular ( ONA 
A digerido con Hind !!I), carfli 2 producto de PCR, carril 
3 y 4 DNA de laciona rpa12 digerido con Eco RJ y Hind 
JII ,carril 5 marcadores de peso molecular (escalera de 
100 pb) 
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En la secuencia (301 pb) de la clona RPA 12 (Fig. A1C) se pueden identificar a 

los oligonucleótidos rpa1 y rpa2, así como la secuencia reportada en el EST 

(mayúsculas) que está interrumpida por un intrón de 105 pb. 

001 GCTGGTGGTTTCAAGTCCATGTATTCTGATAGAGTTTTTCTGTCTCACA 
050 TCACAAGTGATCCTGCCATGGGCCAGGAAAAGgtactatcctgaatatt 
099 cactgaaatatgacactgttcgtatctttaattgaagaattgcaaatct 
147 ggagaagctccaattcgacttcgacttcttgtttttcccttgcagCCTG 
194 TTTTCTTCAGTTTGTATGCCACCATAAGCCACATCAAGCCTGACCAGAA 
242 CATGTGGTACCGTGCTTGCAAGACCTGCAACAAGAAGGTGACTGAAACT 
290 TTTGGATCTGGAT 

Fig.A1C Secuencia del fragmento de ONA de 301 pb (RPA12) amplificado por PCR usando ONA 
gen6mico de maiz como molde. Las secuencias de los oligonucle6tidos rpa1 y rpa2 se muestran en rojo 
en los extremos 5' y 3' respectivamente La secuencia de un intr6n (minúsculas) de 105 pb está 
interrumpiendo las dos secuencias ex6nicas, que son identicas a la clona EST 52849 
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Objetivos 

Objetivo general. 

.:. Caracterizar el cDNA correspondiente a la proteína de replicación A 1 de maíz. 

Objetivos Particulares . 

• :. Conocer la secuencia de la proteína de replicación A1(RPA) de maíz y 

comparar con proteínas homólogas de otras especies . 

• :. Determinar el número de copias del gene correspondiente a la RPA 1 de maíz . 

• :. Determinar la expresión tisular del mensaje en particular en tejidos donde la 

proliferación celular es alta. 

Hipótesis 

Debido a que se han descrito varias secuencias parciales de cDNAs 

correspondientes a la RPA-1 en Zea mays, es posible aislar algún cDNA completo 

que permitiría caracterizar la estructura de la proteína predicha, así como el 

número de genes y su patrón de expresión en distintos tejidos y distintas etapas 

de desarrollo 
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Materiales y métodos 

2.1 Obtención de la Secuencia de cONA de RPA-1 de Maíz 

2.1.1. Extracción y purificación de la sonda. 

Como sonda se utilizó un fragmento de 300 pb amplificado por PCR con 

los oligonucleótidos rpa1 y rpa2 (Apendice B) diseñados a partir de un EST 

(expresed sequence tags 52849 GenBank: T23395) de maíz, que fue obtenido 

y clonado anteriormente en el laboratorio. 

(FIG.1MM) 

2.1.1.1 Extracción de la sonda 

Esta extracción se realizó, con algunas modificaciones, utilizando el 

protocolo indicado en Sambrook et al (1989) 

Se cultivaron células de Escherichia coli cepa OH5a, durante 12 horas en 

medio TB (Apéndice A) a 37° C. El cultivo se centrifugó a 4000 rpm. por 10 min, 

se resuspendió con agitación vigorosa en 200 JlL de solución de GTE 

(Apéndice A) fría, para mantener la estabilidad de la membrana. Esto se incubó 

5 min a temperatura ambiente y se adicionó 400 JlL de una solución de alcalina 

de lisis (Apéndice A) se agitó suavemente para lisar la membrana plasmática. 

Posteriormente se incubó por 5 min en hielo y se agregó 300 JlL de una 

solución de neutralización (Apéndice A) para precipitar proteínas y 

carbohidratos. El tubo se agitó vigorosamente por 10 segündus y se dejó en 

reposo en hielo por 3.5 min; una vez transcurrido el tiempo, se centrifugó por 

10 min a 12000 rpm, a 4°C. Se tomó el sobrenadante y se hizó una extracción 

con una solución de fenol-cloroformo alcohol isoamílico (FCI, Apéndice A) y 
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posteriormente se precipitó el DNA con 0.7 volumenes de isopropanol. El DNA 

plasmídico obtenido se disolvió en agua estéril. 

La sonda fue liberada del vector de clonación incubandoló con 1 O U/~L 

de las enzimas de restricción Eco RI y Hind 111 en: Amortiguador B de 

boehringer MR (Apéndice A) a 37°C por dos horas. 

2.1.1.2. Purificación 

El producto resultante de la digestión se resolvió en un gel de agarosa al 

1 % teñido con bromuro de etidio y se cortó el fragmento del gel que contenía a 

la banda de 300 pb. El DNA se extrajo de la agarosa utilizando el kit "Gene 

CLEAN" de Bio 101 MR en la siguiente manera: 

El fragmento de agarosa se pesó y se le agregó 2-3 volumenes (w/v) de 

Nal 6 M pH 7. La agarosa se fundió a 45- 55 oC por 5 min y se agitó cada 

minuto, hasta que la agarosa se fundió completamente. Posteriormente se 

agregaron 5 ~L de la suspensión "glassmilk" (previamente agitado en vortex) y 

se mezcló. Esto se centrifugó a 12000 rpm por 5 seg y se descartó el 

sobrenadante. El pellet se lavó con 700 ~L de solución "New Wash" helada y se 

resuspendió con pipeta, se centrifugó a 12000 rpm y se descartó el 

sobrenadante. Este lavado se hizó dos veces más y después del último 

lavado, se eliminó completamente la solución new wash con pipeta. Para eluir 

el DNA, se resuspendió el pellet en 1 O ~L de agua estéril y se calentó a 50°C 

durante 3 min., se centrifugó a 12000 rpm durante 30 seg. el sobrenadante se 

tomó con una pipeta y se pasó a un tubo limpio. 
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2.1.2. Marcaje de la sonda 

El marcaje se hizo siguiendo el protocolo de random primers ONA 

(Iabeling system de GI8CO): 

El ONA (aproximadamente 50 ng), se desnaturalizó a 100°C por 5 min, 

se enfrió en hielo y se agregó a una solución dATP 1O¡¡M, dTTP 10¡¡M , dGTP 

10 ¡¡M, amortiguador "Random primer" 1X (Apéndice A), 5 U del fragmento 

Klenow de la ONA polimerasa de E. eOIi, 50 ¡¡Ci {a_p32
} dCTP en un volumen 

final de 50 ¡¡L. Esta reacción se incubó durante 30 min a 37°C, se llevó a un 

volumen final de 200¡¡L con TE (Apéndice A). La marca no incorporada a la 

sonda se eliminó pasándola por una columa de 1 mL de Sephadex G-25 

previamente equilibrada con solución TE. 

2.1.3. Sondeo de un banco de cONA de maíz. 

El banco de cONA fue proporcionado por el Dr. John Walker, Universidad de 

Missouri, E.UA y fue preparado a partir de RNAm de tallo y raíz de plántulas 

de maíz 873 etioladas de dos semanas de edad. Está clonado en el vector 

lambda gt11 (stratageneL(Fig. MM 1) . 
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Fig MM 1 . Mapa del vector lambda gtl!. 
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Se hicieron dos escrutinios. Se inoculó 50 mL de medio LB (Apéndice A) 

suplementado con maltosa 0.2% y MgS04 10 mM sin antibiótico, con una 

colonia de E coli cepa Y1090 (células hospederas). Se incubó con agitación 

toda la noche a 37°C. 

Las células se centrifugaron a 2000 rpm por 10 min, se eliminó el medio 

que quedó como sobrenadante y el botón se resuspendió cuidadosamente en 

15 mL 15 mM MgS04. La suspensión de células se diluyó con esta misma 

solución hasta tener una densidad óptica de 0.5 a 600nm 

2.1.3.1. Titulación del Banco de cONA 

Se hicieron diluciones seriadas (10-1,10-2
, 10-3

, 10-4, 10-5
, 10.6) de la 

suspensión de bacteriófagos en el amortiguador SM (Apéndice A). Se agregó 1 

[lL de la suspensión de fagos a 200 [lL de células hospederas sensibilizadas 

diluidas en MgS04 15 mM, con la finalidad de permitir la entrada de los fagos a 

las bacterias. Esta mezcla se incubó con agitación suave durante 20 min a 

37°C y el volumen completo se pasó al centro de una caja y petri con agar LB y 

se distribuyó homogéneamente con 3.5 mL de agar suave (Apéndice A) a 

48°C después de 6 horas de incubación a 37 oC se contaron las placas de lisis 

y se determinó el título del banco que fue de 5 x 106 pfu/mL. 

2.1.3.2. Escrutinio del banco de cONA. 

Para esto se tomaron aproximadamente 6x105 pfu del banco de cONA 

distribuidos de tal manera que se mezclaran alrededor de 50 000 pfu con 600 

[lL de suspensión de células ajustadas a una densidad óptica de 0.5. Se 

incubaron los tubos que contenían los fagos y las células hospederas durante 
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20 min a 37°C y se plaquearon 600 ¡.tL de esta suspensión mezclada con 8 mL 

de agar suave que estaba a una temperatura de aproximadamente 48°C, en 

cajas de 140 mm de diámetro con agar LB. 

Las cajas petri se incubaron durante 6 horas o hasta que las placas de 

lisis fueron visibles y confluentes. Se pusieron 2 horas sobre hielo, para evitar 

que los filtros de nylon se adhieran a la placa de agar. La membrana de nylon, 

que era del mismo tamaño que la caja petri, se sumergió en agua estéril y 

después se puso en contacto con el agar en la caja petri durante 2 min 

marcado la orientación tanto en cajas como en los filtros. En cajas las marcas 

asimétricas se hacen perforando la membrana con una aguja, y las cajas se 

marcan con marcador indeleble, después de la transferencia el filtro se 

sumergió en una solución NaCI (1.5 M) Y NaOH (0.5 M) durante 2 min, se 

neutralizó durante 5 min en una solución NaCI (1.5 M) y Tris-HCI (0.5 M pH 8), 

se lava por 30 seg. en Tris.HCI 0.2 M (pH 7.5) Y SSC 2X (Apéndice A). Los 

filtros se secaron sobre papel 3MM y el ONA se entrecruzó covalentemente con 

luz UV (254 nm) con una dosis de 0.12 julios (XL-1000UV Crosslinker 

SPECTROLlNKER MR, Sprectonics Corp.) durante 90 s. 

Las placas de agar con las placas de lisis se guardaron a 4 oC. 

2.1.3.3. Hibridación 

Los filtros se prehibridaron durante una hora a 68°C en una solución de 

hibridación (Apéndice A) y en esta misma solución se puso la sonda 

previamente desnaturalizada a 1000e durante 5 mino La hibridación se realizó 

durante 18 horas y los lavados se hicieron con una solución con SOS 0.1 % Y 
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con SSC 0.1 X. Los filtros se expusieron por 48 horas frente a una película de 

rayos X a -70 oC 

Una vez revelada la placa radiográfica se alinearon con las cajas de agar 

para identificar las placas positivas, se cortó el agar que contenía las placas 

positivas con la parte ancha de una punta de micropipeta de 200 ¡.¡L Y se 

transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se les adicionó 1 mL de 

amortiguador SM. Para extraer a los bacteriofagos se añadió al tubo 30¡.¡L de 

cloroformo se agitó en vortex por 30 seg, se incubó 10 mino a temperatura 

ambiente posteriormente se centrifugó a 2000 rpm y se tomó el sobrenadante. 

Con esta nueva suspensión de fagos se hicieron diluciones seriadas (10-1
, 10-

2, 10-3
, 10-4

) en amortiguador SM y se infectaron 190 ¡.¡L de células hospederas 

y cada dilución se distribuyó como se describió anteriormente en cajas petri de 

100 mm de diámetro, éste fue el segundo escrutinio ( Fig MM2). 

2.1.4. Escrutinio por PCR de las clonas positivas. 

Usando como molde las suspensiones de fagos obtenidas en el segundo 

escrutinio se amplificó por PCR (95°C 3 min 1 ciclo; 95°C 1 min, 60° C 45 seg, 

72° C 1:45 seg durante 30 ciclos y 72°C 7 min 1 ciclo., MgCI2 2.5 mM, 

amortiguador para PCR 1X, dNTPs 0.2, oligos 1 ~IM, Taq polimerasa 5U/¡.¡L, 2 

¡.¡L de suspención de fagos) el inserto contenido en estos usando los 

oligonucléotidos Agt11 F Y Agt11 R (Apéndice B), que flanquean el sitio de 

clonación en el vector (Fig.MM 2). Los productos de PCR resultantes se 

corrieron en un gel de agarosa al 1.2%, el DNA se transfirió a una membrana 

de nylon y se hibridó con las mismas condiciones que los filtros anteriores y 

con la misma sonda. 
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2.1.5. Obtención de la clona de cONA PR413a 

El producto de PCR amplificado con los oligonucléotidos .\gt11 R Y 

.\gt11 F (FIG 1 MM) se cortó con EcoR1 al igual que el vector de clonación PKS

Bluescript, éste se desfosforiló en una reacción de 50 ~lL de amortiguador para 

desfosforilación 1 X (Apéndice A), 2 unidades de fosfatasa alcalina de intestino 

de ternera (CIAP) y se llevó al volumen con el amortiguador de dilución 

(Apéndice A), se incubó por 60 min a 37 oC y se purificó con una extración de 

FC!. El ONA se precipitó con dos volumenes de isopropanol durante 20 min a 

-20 oC y se centrifugó a 12000 rpm por 15 min, el precipitado se recuperó y se 

lavó con dos y medio volumenes de etanol al 70 %. 

Posteriormente, 1 I1g del ONA del vector se ligó con 1 I1g del ONA del inserto en 

presencia de 2 unidades de la ONA ligasa T4 y amortiguador para ligación 1 X 

(Apéndice A) en un volumen final de 10~lL. El tubo se incubó toda la noche a 

14°C (Sambrook et al 1989). 

2.1.5.1. Células competentes (Inoue,H et al, 1990). 

La cepa de E. coli OH5a se creció durante toda la noche a 37 oC en 

medio LB, se tomó una alicuota y se creció en 25 mL de medio SOB 

(Apéndice A) a 18 oC hasta llegar a una densidad óptica de 0.6 a 600 nm, se 

incubó en hielo por 10 min, se centrifugó a 5000 rpm por 10 min , se 

resuspendió cuidadosamente en 8 mL de solución TB (Apéndice A) fría se 

agregó dimetilsulfoxido (OMSO) a una concentración final de 7%, se mantuvo 

en hielo por 10 min y se hicieron alicuotas de 200 ~lL en tubos eppendorf de 1.5 

mL que se almacenaron a -70°C. 
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2.1.5.2. Transformación 

A las células competentes se les agregó 5 !-IL de la reacción de ligación y 

se agitaron suavemente con la punta de la pipeta, se incubaron en hielo por 30 

min exactamente y se les dió un choque térmico durante 30 seg. a 42 oC, las 

células se colocaron en hielo por 2 min y se les agregó 400 !-IL de medio SOC 

los tubos se agitaron a 225 rpm a 37 oC durante una hora, se plaquearon 50 IlL 

Y 200 IlL en cajas petri con agar LB y 50 ¡.¡g/mL de ampicilina, 100 IlL de 

isopropil ¡3 -O-tiogalactósido (IPTG) 100mM, 20 ¡.¡L de 5-bromo 5 -cloro-3 

indolil-¡3-0-tiogalactósido (X Gal) 50 mg ImL. Se incubaron por 18 horas a 37 

oC, después de este tiempo las cajas se mantuvieron a 4°C durante todo el día 

para permitir el desarrollo del color azul en las colonias no recombinantes. Las 

colonias positivas se selecionaron y se inocularon en 3 mL de medio LB 

suplementado con ampicilina 50 Ilg/mL, se incubaron toda la noche con 

agitación a 37 oC (Stratagene) y se extrajo el ONA plasmídico, como se 

describió en la sección 2.1.1.1 

2.1.6. Obtención de la clona de cONA PR25 

2.1.6.1. Amplificacación de cONA por PCR 

Se realizó una reacción de PCR utilizando como molde un cONA 

obtenido de una reacción de Transcriptasa Reversa (RT) a partir de RNA de 

24 horas de germinación en presencia de giberelina, y los siguientes reactivos 

y condiciones: MgCI2 2.0 mM, Buffer 1X, dNTPs 0.2, oligonucleótido rpa5 

(Apéndice B), 0.5 !-1M Y oligonucleótido rpa2 (Apéndice B), 0.25 mM , Taq 
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polimerasa 5U/¡.tL. 95°C 3 min un ciclo, 95°C 1 min, 58°C 0.45min 72°C 1.45 

min 35 ciclos, 72°C 10 min un ciclo 8 (Fig MM2). 

2.1.6.2. Subclonación en el vector pGEM-T Easy 

El cONA obtenido (120 ng) de una reacción de PCR se utilizaron para 

ligarse con 50 ng del vector pGEM-T Easy MR de Promega (Fig MM2) , 

requiriendo para esto 5 ¡.tL del amortiguador de ligación rápida para la T4 

ONA ligasa, 3 unidades de ONA ligasa T4 en un volumen final de 10 [lL, la 

reacción se incubó a temperatura ambiente durante 2 horas y después se hizó 

la transformación, como se describió en la sección 2.1.5.2.(Fig MM2). 

2.1.7. Secuenciación de ONA. 

Todas las secuencias reportadas en este trabajo se realizaron en un 

secuenciador automaticoAbi Prism, modelo 3100 con edición manual de los 

electroforegramas (Fig MM2) 

2.1.8. Análisis de la secuencia. 

Se análizó la secuencia utilizando los programas: 

NPS@ Multalin multiple alignment 

(http://pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa-automat.pl?page=npsamultalin.html) 

Search Launcher query sequence: 

(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu:9331/multi-align.html) 

General help for ClustalW 

(http://ubik.microbiol.washington.edu/clustaIW/help1.html) 
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2.2. Determinación del número de genes de RPA-1 de maíz ( De la porta el al 

1983) 

2.2.1. Extracción de DNA genómico 

Se trituraron 0.15 g de ejes embrionarios con nitrógeno líquido, hasta 

obtener un polvo muy fino, se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se le 

agregó 1.0 mL de amortiguador de extracción (Apéndice A),1.5 JlL de p

Mercaptoetanol y 60JlL de SOS al 20%. El tubo se agitó hasta tener el polvo 

bien resuspendido en el amortiguador. 

La suspensión se incubó por 10 mino a 65°C se le agregaron 400 JlL de 

acetato de potasio 3M (pH5.0) y se incubó en hielo por 30 mino 

Posteriormente se centrifugó dos veces por 10 min a 14000 g en un rotor de 

ángulo fijo (centrifuga MR 1812, rotor 100.4 jouan). 

El sobrenadante se decantó en un tubo corex y se le agregó un volumen 

igual de isopropanol frío, se mezcló suavemente por inversión y se incubó a -

20°C por lo menos 30 mino 

El precipitado blanco formado se colectó con la punta de una pipeta 

Pasteur doblada en forma de gancho y se lavó varias veces con etanol al 70% 

sumergiéndolo varias veces 

El precipitado se transfirió a un tubo eppedorf que contenía 500JlL de 

agua estéril para disolverlo. 
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2.2.2. Calidad y cuantificación del DNA 

Para evaluar la calidad del DNA genómico se corrió una alícuota en un 

gel de agarosa al 1 % en TAE 1X (Apéndice A) y bromuro de etidio (0.5 ¡.¡g 

ImL) 

La cantidad de DNA se determinó con un espectofotometro shimadzu UV160U 

a una longitud de onda de 260 nm y relacionando la lectura de absorbancia con 

concentración partiendo de que una unidad de absorbancia equivale a una 

concentración de DNA de 50¡.¡g/mL. 

2.2.3. Digestión del DNA genómico con enzimas de restricción. 

Se digirieron 30 ~lg de DNA genómico con 50 U de cada una de las 

siguientes enzimas de restricción Eco RI, Hindl/f Xbal y Sstl GIBCO 5 ¡.¡L de 

amortiguador 10 X para enzimas de restricción en un volumen total de 50 ¡.¡L, 

se incubó a 37°C durante 2 horas. 

2.2.4. Southern blot 

La electroforesis y el montaje de la electroforesis se llevó acabo según 

Ausubel el al, (1992). 

A cada una de las reacciones de digestión se les agregó 6.66 ¡.¡L de 

amortiguador de carga para DNA (Apéndice A) y se corrieron en un gel de 

agarosa al 1.5 % teñido con bromuro de etidio (0.5 ¡.¡g ImL) a 84 V durante 5 

horas. Antes de transferir el gel fue tratado con las siguientes soluciones: 

HCI (0.25 M) por 15 min dos veces, NaCI (1.5 M) / NaOH (0.5 M) por 15 min 

dos veces, NaCl (1.5) / Tris- HCI (1 M pH 8.0) por 20 min y finalmente con SSC 
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10X por 20 mino Las incubaciones se realizaron siempre con agitación suave y a 

temperatura ambiente. 

2.2.4.1.Transferencia por capilaridad 

El gel se colocó sobre papel filtro 3 MM que tenía contacto con una 

solución 10X de sse. Este papel esta apoyado en una superficie plana sobre 

el gel de agarosa. Se colocó la membrana de nylon HybondMR-N+ cortada del 

mismo tamaño que el gel, se eliminaron las burbujas de aire atrapadas entre la 

membrana y el gel rodando un tubo por encima de ambos. Se colocaron tres 

papeles filtro 3MM y sobre estos papel absorbente cortado del mismo tamaño 

que el gel formando una pila de unos 7 cm. Sobre todo esto se colocó un peso 

de aproximadamente Y. de Kg y se dejó transferir por 16 horas. 

El filtro de nylon se lavó con 1 X SSC con el fin de eliminar los residuos de 

agarosa. Finalmente el DNA se fijó covalentemente al filtro de la misma manera 

que se describe en la sección 2.1.3.2. 

2.2.4.2. Hibridación 

Se utilizó como sonda 700 ng del fragmento clonado de 1203 pb de RPA 

de maíz (clona PR413A), este DNA se marcó radiactivamente como se indicó 

en la sección 2.1.2. 

Se hibridó con una solución: SSC (6X), SOS (0.5%), ONA de esperma de 

salmón 1 o~o y solución Denhart (5X) en un volumen total de 5 mL. La 

hibridación fue durante 18 horas, se lavó con SDS 0.1 % Y con sse 0.1 X, Se 

expuso 48 horas a una película de rayos X a -70 °e 
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2.3. Ensayos de Expresión 

2.3.1. Tratamiento con giberelina. 

Se pusieron a imbibir 40 ejes embrionarios en cajas petri de plástico en 

medio MS (Murashige and Skoog , mezcla de sales) y en presencia y ausencia 

de 1 ¡.tM giberelina, durante 12, 24 Y 48 horas, el medio MS, se esterilizó y se 

agregó la giberelina cuando el medio tuvo una temperatura de 48°C 

2.3.2. Extracción de RNA de ejes embrionarios de maíz, para 100 mg de tejido. 

(Sanjuan, 2001) 

Se utilizó el reactivo TRlzol MR (GIBCO-BRL) siguiendo el protocolo del 

fabricante con ciertas modificaciones. 

Se molieron los ejes embrionarios en un mortero con nitrógeno líquido hasta 

tener un polvo muy fino y se le agregó 1 mL de TRlzol MR y se homogeneizó, se 

agregó 10 ¡.tL de DEPC MR se agitó y se transfirió a un tubo eppendorf de 1.5 

mL. 

El homogenado se incubó por 2.5 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 12000 rpm por 10 min a 4 oC, el sobrenadante se transfirió a un 

tubo limpio, se adicionó 0.2 mL de cloroformo, las muestras se agitaron 

vigorosamente por 15 seg, se centrifugó a 8500 rpm por 15 min a 4 oC la fase 

acuosa se transfirió a un tubo limpio y se añadió 0.5 mL de isopropanol, se 

incubó por 10 min a temperatura ambiente, se centrifugó a 8350 rpm por 10 

min a 4 oC y se eliminó el sobrenadante . 

El RNA se lavó con 1 mL de etanol al 75% y se agitó por inversión por 

15 seg, se centrifugó a 6400 rpm por 5 min a 4 oC se eliminó perfectamente el 
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etanol por decantación y secado del RNA con aire caliente. El RNA se disolvió 

en 1 00 ~IL de agua tratada con OEPC (Oietil pirocarbonato, 90 ~L por cada 100 

mL de agua) (Sanjuan,2001). 

La cantidad de RNA cargada se calibró en un gel de agarosa al 1 % Y se 

hizó una reacción de RT PCR ( reverse transcriptase- Polymerase chain 

reaction) utilizando el kit de Gibco BRL MR donde se pusó 500 ng de RNA de 

diferentes tiempos y condiciones, 2.5 ~M del aligo rpa2, yagua hasta completar 

9 ~IL, éste se calentó a 70 oC durante 10 min , se enfrió en hielo y se 

agregaron, 0.01 M de OTT, 1X del "amortiguador para síntesis de cadena 

sencilla" (Apéndice A ) Y 0.5 mM de cada desoxinucleótido, esto se incubó por 

2 horas a 42 oC y se le agregó 200 U de de la enzima transcriptasa reversa· 

(Gibco BRL MR), se incubó por 60 min a 42 oC y se detuvo la reacción 

aumentando la temperatura a 70°C durante 15 mino 

La reacción de PCR se hizo utilizando como molde 2 ~L del cONA 

obtenido, amortiguador para PCR 1 X, MgCI2 2.5 mM ONTPs 0.2 mM , rpa1 

0.5~M, rpa2 0.25 ~M Y 1 U/~L de Taq polimerasa en un volumen final de 20 ~L 

Y 1 ciclo a 95°C por 3 mino , 35 ciclos a 95°C por 1 mino ,56°C por 45 seg, 

72°C por 40 seg, 1 ciclo a 72°C por 10 mino 

2.3.3. Northern blot 

A 20 ~g del RNA total obtenido como se describió anteriormente, se le 

agregó OM.SO (dimetil sulfóxido) al 50%, glioxal desionizado 1 M (el glioxal se 

pasó por una resina Bio-Rad AG501-X8, hasta que tuvo un pH mayor a 5, se 

hicieron alícuotas y cada alícuota se usó solo una vez), MOPS 1X y esta 

mezcla se llevó a 45 ~L con agua tratada con OEPC ( dietil pirocarbonato). Esto 
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se incubó a 500 e por una hora, se enfrió en hielo y se agregó 6 ~IL de 

amortiguador de carga para RNA (Apéndice A) las muestras se cargaron en 

un gel de agarosa (1.2%) de 11 x 14 cm en un volumen total de 110 mL con 

MOPS 1 X. El gel se corrió a 60 V a 4 De 

2.3.3.1. Transferencia por capilaridad. 

Una membrana de nylon cuyas dimensiones eran 0.3 mm mas cortos 

por cada lado que el gel se sumergió durante 5 mino en una solución sse 10 X. 

El gel se colocó sobre papel filtro 3 MM que tenía contacto con una solución 

10X de sse, este papel esta apoyado en una superficie plana. Sobre el gel de 

agarosa se colocó la membrana de nylon HybondMR-N+ cortada del mismo 

tamaño que el gel, se eliminaron las burbujas de aire atrapadas entre la 

membrana y el gel rodando un tubo por encima de ambos, se colocaron tres 

papeles filtro 3MM y sobre estos papel absorbente cortado del mismo tamaño 

que el gel formando una pila de unos 7 cm, encima de todo se colocó un peso 

de aproximadamente Y. de Kg y se dejó transferir por 16 horas. 

Una vez desmontada la transferencia la membrana se sumergió durante 10 min 

en sse 1X, se secó con aire caliente y se fijó con UV, de la misma manera que 

como se describió en la sección 2.2.4.1. El filtro se expuso durante 15 días a 

una película de rayos X a -70 De. 

2.3.3.2. Hibridación 

La membrana se prehibridó durante 2 horas a 68°e con 15 mL de 

amortiguador de fosfatos (0.5 M), albúmina (1 %), EOTA (1 mM pH8) y SOS 

(7%). La hibridación se hizo en la misma solución por 18 horas La sonda se 
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extrajo y se marcó como se describió en la sección 2.1.2. Se hicieron 2 

lavados de 15 mino cada uno a 68°C con una solución SSC 2 X Y SDS 0.1 % Y 

dos de 5 mino con una solución SSC 0.1 X Y SDS 0.1 % (Sanjuan, 2001). 
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Resultados. 

3,1 Aislamiento de una clona de cONA de RPA-1 a partir de un banco de cONA de 
maíz 

Se realizó el escrutinio de aproximadamente 6 x 105 unidades formadoras de 

placas de lisis (pfus) de un banco de cONA de maíz utilizando el inserto RPA12 

como sonda en el primer escrutinio se encontraron 6 posibles placas de lisis 

positivas que se llamaron F1,1, F2,1, F4,1, F5,1, F8.1 Y F9,1 Estas suspenciones de 

fagos se reamplificaron, se analizaron individualmente a una dilución mayor en un 

segundo escrutinio. Todas resultaron positivas y se seleccionaron dos placas de lisis 

por caja: F1,1, F12, F2,1, F22, F4,1, F4,2, F5,1, F5,2, F8,1, F8,2, F9,1, F9,2, En la 

figura R1 se muestra una placa de rayos X con el resultado de este segundo 

escrutinio, 
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Fig.R1 Identificación de placas de lisis positivas por hibridación con el ONA RPA12 
obtenidas en el segundo escrutinio del banco de cONA de tallo y raíz de plántulas etioladas 
de maíz de dos semanas, 

Con ei propósito de conocer cual de estas clonas contenía el inserto de mayor 

tamaño, se utilizó la suspensión de fagos de cada clona para amplificar por PCR el 

inserto contenido usando los oligonucleótidos A.gt11 F Y A.gt11 R que se alinean con los 

extremos que flanquean el sitio de clonación del vector (Apéndice B). A partir de todas 
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las suspenciones de fagos se obtuvieron fragmentos de DNA desde 300 pb hasta 

2000 pb indicando que las clonas no estaban puras es decir en cada suspención de 

fagos se encontraban más de una clona (Fig.R2). 

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 JO JI 12 J3 14 

4361 

2322 
+--2072 

Fig.R2 Gel de agarosa cargado con los productos de PCR obtenidos con los 
oligonucleótidoss Agtll F Y Agtll R a partir de las diferentes suspenciones de 
fagos obtenidas: carril 1, marcadores de tamaño, DNA de A digerido con Hind 111. 
, carril 2 clona 1.1 carril 3 clona 1.2, carril 4 clona 2.1, carril 5 clona 2.2, cariil 6 
clona 4.1, carril 7 clona 4.2, carril 8 clona 5.1 carril 9 5.2, carrillO clona 8.1, 
carril 11 clona 8.2 carril 12 clona 9.1, carril 13 clona 9.2 y carril 14 marcadores 
de peso molecular (escalera de 100 pb) 

El DNA se transfirió a una membrana de nylon que se hibridó con la sonda 

RPA12 para identificar las clonas con el inserto de mayor tamaño. La autoradiografía 

(Fig. R3) muestra que las clonas F4.1, F5.2, F8.1, Y F8.2 contenían un fragmento de 

aproximadamente 2000 pb. 
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Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

.-,2072 pb 
+1 500 pb 

Fig.R3 Southern blot de las diferentes suspensiones de fagos obtenidas. El orden de 
cargado se indica en la figura 3. 

Las suspensiones de fagos correspondientes a las clonas F4.1, F5.1 F8.1 Y 

F8.2 se amplificaron y se plaquearon a distintas diluciones con el fin de obtener de 

placas de lisis aisladas. La selección de las placas positivas se realizó por PCR 

usando los oligonucleótidos rpa1 y rpa2, en busca de un fragmento de DNA de 195 pb 

(Fig. R4). 
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Carriles 1 2 3 4 5 

2072 pb 

600 pb 

195 pb 

Fig.R4 carril 2 y 4 producto de PCR con oligonucleótidos rpa1 y rpa2, 
usando como molde suspensión de fagos de las placas de lisis 
seleccionadas como positivas. Carril 1 y 3 amplificación a partir de 
suspensión de fagos negativas, carril 5 marcadores de pesos 
moleculares (escalera de 100 pb). 

La suspensión de fagos obtenida de la amplificación de F4.1, era una placa 

aislada que contenía a RPA-1 de maíz, esta suspensión se reamplificó y las 

suspensiones resultantes, se utilizaron como molde para amplificar por PCR 

utilizando los oligonucleótidos )..gt11 F Y )..GT11 R. Así se amplificó una sola banda de 

aproximadamente 2000 pb (Fig.R5.). 
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Carriles 1 2 3 4 

2032 pb • 

564 pb 

Fig R5 Amplificación del inserto de cONA de la clona 4.1.13 con los 
oligonucléotidos flanqueantes del vector Agt11. Se obtuvo un fragmento de 
DNA de 2000 pb. Carriles 1, 2, 3, fragmento amplificado; carril 4, marcador 
de peso molecular A Hind 111.. 

Para confirmar la identidad de la clona se amplificó por PCR un fragmento de 

195 pb utilizando los aligas específicos, rpa1 y rpa2 (datos no mostrados) 

3.1.1 Clonación del inserto de ONA en el plásmido pKS Bluescript 

. El fragmento de ONA amplificado se purificó de gel y se digirió con la enzima 

de restricción Eco RI con la finalidad de generar extremos cohesivos para subclonar 

en un vector plasmídico, ya que el banco de cONA se construyó en este sitio de 

clonación. 

El producto de la digestión se corrió en un gel de agarosa al 1 % Y se observó que se 

obtuvieron dos fragmentos de ONA, uno de 1200 y la otra de aproximadamente 800 

pb, lo que inqjcó que había un sitio interno de Eco RI en el cONA aislado. 

Ambos fragmentos se clonaron en pKS Bluescript y se obtuvieron las clonas 

PR4113A Y PR4113B (Fig.R6). Estas clonas fueron purificadas para su posterior 

secuenciación. 
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Fig R6 Clonación en pKS Bluescript de los fragmentos de DNA Se 
purificó DNA Y se digirió con Eco Rf. Carril 1 marcador de peso 
molecular, carril 2 DNA de la clona PR4113A digerido con Eco Rf, carril 
3 DNA de la clona PR4113B digerida con Eco Rf. 

Al analizar la secuencia (1203 pb) del inserto de la clona PR4113A se encontró 

una identidad del 84% (511 de 611 pb) con la secuencia correspondiente a la región 

3' del cONA de la RPA1 para arroz, se localizaron las secuencias de los 

oligonucleótidos rpa1 y rpa2 así como la secuencia EST de donde se diseñaron éstos. 

En el extremo 3' del cONA se identificó una región rica en adeninas, probablemente la 

región de poliadenilación Y unas señales hipotéticas: CAYTG (donde y puede ser C o 

T) Y AATTAAG de poliadenilación (Joshi, 1987). Se identificó un codón de término, 

TGA ya partir de éste una región 3' no traducida de 219 pb (Fig.R7). 
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0001.TACAACCTTGTCAAGATTGATCAGCTAGGATCGTATGTCGGTGGCAG 
0048.GGAGCTTGTAGATATTGTTGGTGTGGTTCAGAGCGTATCTCCCACAC 
0095. TCAGTGTTAGGAGAAAGATTGACAACGAGACAATACCGAAGCGTGAC 
0142.ATTGTTGTGGCGGATGACTCTGGCAAAACTGTTAGCATCTCTCTTTG 
0189.GAATGATCTTGCTACTACGACCGGCCAAGAGCTTTTGAACATGGCTG 
0236.ACAGTTCGCCTGTTGTTGCGATAAAGAGCCTAAAAGTGTCTGACTTC 
0283.CAAGGCGTGTCTCTTTCTACTGTAGGCAAAAGTACTCTTGCGATTAA 
0330. TCCTGATCTACACGAGGCTCAGAATCTCAAATCATGGTATGACTCT 
0337.GAAGGCAAAGATACTTCGCTGGCACCAATTGGTGCAGAAATGGGTGC 
0424. CGCACGGGCTGGTGGTTTCAAGTCCAT ~';;:n. : .;.:.. ,",,, ",,;.'.'~ .: . 

. ~ ,.., , " ,- .. . " """,,-.. - ... . . .... . , .~- _.,., . -'- "-". 
• 7" .-. r'''',' . 

0565 • I~ l\.' ,:'~~".::' C:~ '1 l. ~ '-_":~ '-:' e:' = T'" :-~ f ';' ! .'~-~' _ ~.' '--.,'-; '_= -'.7' ... - .r~},. -;. " :}'-." .::~'~ '~.~ .'~ '":' GA)V\ 

0612.CTTTTGGATCTGGATACTGGTGTGAGGGATGCCAAAAGAATGACTCG 
0659.GAATGCTCACTGAGATACATCATGGTCATCAAGGTCTCCGATCCTAC 
0706.TGGCGAGGCATGGTTCTCTGTGTTCAACGAGCATGCAGAGAAGATCA 
0753.TTGGCTGCAGCGCCGACGAGCTTGATCGGATCAGGAAAGAGGAGGGG 
0800.GACGACAGTTATGTTCTGAAGCTCAAGGAAGCCACCTGGGTTCCTCA 
0847.CCTGTTCCGCGTCAGCGTCACACAGCATGAATACAATAACGAGAAAA 
0894.GGCAGAGAATCACTGTGAGGAGTGAAGCGCCGGTCGAGCACGCAGCT 
0941.GAATCCAAGTACCTGCTTGAACAGATAGCGAAGCTTACTGCTTGATA 
0988.GTAGAAGATGCAACCTTACTGCAAF.TAGCGAGGATTATTAGGACTAA 
1035.TTGATGGTGTCAGGTCATTGCGGCCCTAAGCTTTAGCTATGTATr::AG 
1082.l:AGn:AGATGTATTAACCATTCCCTGCTCTAATAGTCATCTATCAGr: 
1129. AGTCAGATGTATTTAlICCATTCCCTl';1. TTAATAGc.rCTCTACCAt;C;A 
1176. GTCG(;AAGTTTTTAACCAAAAAAAAAAAA. 

Fig.R7 Secuencia del fragmento de 1203 pb contenido en la clona PR4113A y su análisis: 
84% de identidad con la secuencia reportada para RPA 1 de arroz, codón de término, 219 
bases que conforman la región 3' UTR, hipotéticas secuencias de poliadenilación, 
región ele poli A, ¡;¡¡CU<hlCi<. c;;: .¡ 2 ,'pa y ::::;:;OG -: :.~", Ij ?':::". 

Al traducir esta secuencia de cDNA en un marco de lectura que no genera 

múltiples señales de terminación, se obtuvo una secuencia de 300 aminoácidos con 

una alta identidad (83%) al extremo carboxilo de RPA1 de arroz, 

El inserto de la clona PR4113B de 800 pb, se secuenció y su análisis mostró que 

correspondía al gen de RNA ribosomal 18 S de maíz. Esto significa que la clona de 

2000 pb aislada estaba construida por una secuencia RNAr y una secuencia RNAm 
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de RPA. Para corroborar esto se secuenció directamente la clona en lambda 4.1.13 

con el oligonucléotido Agt11 R Y se obtuvo la secuencia del RNA ribosomal. 

Para identificar el extremo 5' del cONA de RPA-1 de maíz se consultó el banco 

de datos del proyecto de secuencias expresadas de maíz 

(http://gremlin3.zool.iastate.edu/zmdb/EST/) donde se encontró una secuencia de un 

EST( 683019G07.x1) de 603 pb que correspondía a la región 5' de RPA de maíz y 

que en comparación con la secuencia de RPA-1 de arroz que contenía un codón de 

inicio hipotético y a partir de esta secuencia se diseñó el oligonucleótido rpa5 (Fig.R8). 
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OOOlCTAGTTCCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCAAGAGAAACCTTCTCGCCTCCG 

0061CGGGACGATTCGCCAGGGAGAGCAAAGGTAGCAGAGGCGCCATGGACGCTGCCAAGTCGG 

0121TGACGCCGGGCGCCGTGTCATACATCCTGGCGCACCCGTCTACGGGCTCCGATGGCGCCG 

01 8 1TGTCGGATCTCGTCGTTCAGGTCCTCGATCTCAAGTCCATCGGCATGGGCAG CCGGTTCA 

0241GTTTCACGGCAACCGATGGGAACGACAAAATCAAGGCGATGCTCCCCACTTACTTTGCGT 

0301CGGAGGTCCACTCCGGCAATCTGAAGAATTTCGGTCTCATCCGCATCCTCGACTACACTT 

0361GCAACTCCGTCAAAGGCAACGCTGACAAAGTCCTGATTGTCGTCAAATGCGAGACTGTGT 

0421GCGAAGCGCTCGATGCCGAGATCAACGGCGAGGCCAAGAAAGAGGATCCTCCAATTGGGC 

0481TGAAGCCTAAAGACGAAGGCTCAGTCGTGGCTGAGGAAACAAATTCTCCCCCACTGGAGA 

0541ACCTAAGCAGAGGAAGCCGGTCCAATGGACGAGCAGGGGAAAGCTGCTCCTGCCACGCGC 

0601CTT 
3' 

Fig. R8 Secuencia de la clona de cONA EST (683019G07.x1) de maíz hacia la región S' de 

RPA-1. Se indica la secuencia del Oligonucleótido rpa5 así como el codón de inicio 

hipotético por la comparación con la secuencia reportada. para RPA-1 de arroz. 

3.2 Clonación del extremo S' del cONA de RPA-1 de maíz 

Para obtener la secuencia del cONA del extremo S' del cONA de RPA-1 de 

maíz se hicieron reacciones de transcriptasa reversa (RT) utilizando el oligonucleotido . 

antisentido rpa2con RNA extraído de ejes embrionarios germinados durante 12, 24 Y 

48 horas en presencia de gibereiina (i IJM) Y RNA de hoja, tallo y raíz de plántulas de 

maíz de dos semanas de edad. El cONA resultante se utilizó como molde en una 

reacción de PCR utilizando los oligonucleótidos rpa2 como oligonucleótido antisentido 
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y como oligonucleótido sentido a rpa5. Los productos de amplificación se analizaron 

en un gel de agarosa (Fig R9). 

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 

1500 pb ~ 

Fig.R9 RT-PCR de diferentes tejidos de maíz: carril 2 12 horas 
germinación, carril 3, 4 Y 5 12, 24 Y 48 horas germinación, 
respectivamente, en presencia de 1 [.JM de giberelina, carril 6 hoja, carril 7 
tallo carril 8 raíz, carril 1 marcadores de tamaño ( DNA A-Hind 111) 

Cuando se empleó RNA de ejes embrionarios germinados por 24 horas en 

presencia de giberelina se amplificó un fragmento de ONA de aproximadamente 1500 

pb (carril 4, Fig 10), cuyo tamaño es consistente con la región acotada por los 

oligonucleótidos tomando como referencia el cONA de RPA-1 de arroz. La 

especificidad de esta amplificación se corroboró haciendo la reacción de PCR en 

ausencia de alguno de los oligonucleótidos y sabiendo que a partir de ONA genómico 

se genera una banda de 2000 pb Fig R 10. 

Carril l 2 3 4 5 

1500pb -. 

Fig R 1 O Amplificación de un fragmento de aprox. 1500 pb con los oligonucléotidoss 
rpa2 y rpa5 a partir de RNA de ejes embrionarios germinados durante 24 horas en 
presencia de giberelina 1 [.JM.Control negativo en el que se incluyeron todos los 
componentes de la reacción menos el oligonucleótido rpa2 (carril 4 ) o el 
oligonucleótido rpa5 (carril 5) 64 



El DNA (120 ng aprox.) se purificó del gel y se ligó con 50 ng de DNA del vector 

pGEM-T-easy de Promega y el producto de la reacción de ligación se utilizó para 

transformar en la cepa E. coli DH5a. Se eligieron 6 colonias transformantes y una 

colonia negativa y se cultivaron en medio LB en presencia de ampicilina. Se extrajo el 

DNA plasmídico que se digirió con Eco RI y posteriormente se analizó en un gel de 

agarosa. Resultando que tres de las seis colonias analizadas contenían un fragmento 

de DNA clonado y se corroboró que este contuviera la secuencia de RPA-1 al hibridar 

utilizando como sonda el fragmento de la clona PR4113A (Fig R11 A). 

carriles 1 234 

Fig. R11A. Autoradiografía de Southern blot de las 
clonas obtenidas. El fragmento liberado con EcoR1 
carriles 2,3,4. Producto de PCR sin clonar como 
control positivo, carril 1 . 

Se eligió una de las colonias positivas (PR25) y se purificó DNA para 

secuenciar (Fig.R11 B). 
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3015 pb 
1500 pb 

Carril 2 

Fig R 11 B. Análisis de la clona PR25.Carril 1 marcadores de peso 
molecular(ONA J-..- Hind 111, carril 2 ONA de PR25 digerido con Eco RI 

La secuencia de 1362 pb se obtuvo utilizando los oligonucléotidos T7 y SP6 anclados 

en el vector y con un oligonucleótido interno (RPA-7.apéndice). 

El análisis de la secuencia demostró que el extremo 5' de la clona era idéntico a la 

secuencia EST 683019G07.x1 de donde se diseño el oligonucléotido RPA5 por lo que 

se pudieron obtener la secuencia de 667 pb hasta entonces desconocida. El resto de 

la secuencia resultó idéntica a la secuencia que ya se tenía de la región central del 

cONA de RPA-1 de maíz. (Fig.R12) y mostró un 85% de identidad con la secuencia 

de cONA de arroz. Además de identificarse el sitio de inicio de traducción, se encontró 

la secuencia consenso CCGCC que se ha encontrado justo antes del codón de inicio 

en eucariotes (Kozak, 1984). 
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o o o 1 . AG.-v\ACC TTC Tesec '¿CCGCGGGACGATTCGCCAGGGAGAGCAAAGGTAGCAGAGCCGCCATGGAC 
0067.GCTGCCAAGTTGGTGACGCCGGGCGCCGTGTCCTACATCCTGGCGCACCCGTCTACGGGCTOCGAT 
0133.GGCGCCGTGTCGGATCTCGTCGTTCAGGTCCTCGATCTCAAGTCCATCGGCATGGGCAGCCGGTTC 
0200.AGTTTCACGGCAACCGATGGGAACGACAAAATCAAGGCGATGCTCCCCACTTACTTTGCGTCGGAG 
0267.GTCCACTCCGGCAATCTGAAGAATTTCGGTCTCATCCGCATCCTCGACTACACTTGCAACTCCGTC 
0334.AAAGGCAACGCTGACAAAGTCCTGATTGTCGTCAAATGCGAGACTGTGTGCGAAGCGCTCGACGCC 
0401.GAGATCAACGGCGAGGCCAAGAAAGAGGATCCTCCAATTGTGCTGAAGCCTAAAGACGAAGGCTCA 
0468.GTCGTGGCTGAGGAAACAAATTCTCCCCCACTCGTGATGAAGCCTAAGCAAGAGGTGAAGTCCGCG 
0535.TCCCAGATCGTGACTGAGCAGCGTGGAAATGCTGCTCCTGCCACGCGCCTTTCCATGACAAGGAGG 
0602.GTCCATCCCTTGATCACTCTGAACCCCTACCAGGGTAACTGGGTCATTAAGGTGCGGGTCACGAGC 
0669.AAAGGCAATCTGAGAACATACAGGAATGCTCGTGGAGAAGGCTGCGTCTTCAACGTAGAGCTTACT 
0736.GATGAGGATGGCACCCAGATCCAGGCCACCATGTTTAACGAGGCTGCAAAGAAGTTCTATCCGATT 
0803.TTTGAGCTGGGAAAGGTCTATTATGTCTCAAAAGGATCTCTTAGAATTGCCAACAAGCAGTTCAAG 
0870.ACAGTCAAAAATGACTATGAGTTGTCACTAAACGAGATGCTATGTGAAGAAGCAGAGGGGAGACTT 
0937.TCCTTCCCACCAGTGCAATACAACCTTGTCAAGATTGATCAGCTAGGATCGTATGTCGGTGGCAGG 
1004.GAGCTTGTAGATATTGTTGGTGTGGTTCAGAGCGTATCTCCCACACTCAGTGTTAGGAGAAAGATT 
1071.GACAACGAGACAATACCGAAGCGTGACATTGTTGTGGCGGATGACTCTGGCAAAACTGTTAGCATC 
1138.TCTCTTTGGAATGATCTTGCTACTACGACCGGCCAAGAGCTTTTGAACATGGCTGACAGTTCGCCT 
1205.GTTGTTGCGATAAAGAGCCTAAAAGTGTCTGACTTCCAAGGCGTGTCTCTTTCTACTGTAGGCAAA 
1272.AGTACTCTTGCGATTAATCCTGATCTACACGAGGCTCAGAATCTCAAATCATGGTATGACTCTGAA 
1339 . GGCAAAGATACTTCGCTGGCACCAATTGGTGCAGAAATGGGTGCCGCACGGGC TG G TGGTTTCI·\AT 

1540 . CT':"~~:.' Po CO;V'::-::', C:AA::I\N~¡';\ ':' ,::::- ¡:<:'; GAAACTTTTGGATCTGGATACTGGTGTGAGGGATGCC 
1607.AAAAGAATGACTCGGAATGCTCACTGAGATACATCATGGTCATCAAGGTCTCCGATCCTACTGGCG 
1674.AGGCATGGTTCTCTGTGTTCAACGAGCATGCAGAGAAGATCATTGGCTGCAGCGCCGACGAGCTTG 
1741.ATCGGATCAGGAAAGAGGAGGGGGACGACAGTTATGTTCTGAAGCTCAAGGAAGCCACCTGGGTTC 
1808.CTCACCTGTTCCGCGTCAGCGTCACACAGCATGAATACAATAACGAGAAAAGGCAGAGAATCACTG 
1875.TGAGGAGTGAAGCGCCGGTCGAGCACGCAGCTGAATCCAAGTACCTGCTTGAACAGATAGCGAAGC 
1942.TTACTGCTTGATAé;TAGAAGATGCAACCTTACTGCAAA::AGCGAGGATTATTAGGACTAATTGATG 
2009. GTGTCAGGTC,'T' GCGGCCCTA1\GCTTTAGCTATGTATCAGChGTCAGATGTATTAACCATTCCCT 
2076. GCTCT AAT hGTCATCTATCAGCAGTCAGATGTAT,T AACC1,T::CCC'~GCT::. ',.:" f' GC::CTCTACCA 
2143. GGAGTCGGAAGTTTTTill\.CCAAAAAAAAAAAA. 

Fig.R12 Secuencia de 2258 pb resultante de la secuenciación con los aligas T7 , SP6 y rpa7 y 
la secuencia obtenida anteriormente de banco de cONA de maíz. C,i. ,> ,',J, secuencia 
seilal de inicio de la traducción, codón de inicio hipotético según comparación con 
arroz. oligo rpa'(, O"[o:-:.:c::::c:'::()'.JE.'., secuencia da 12rpa, oligonucleótido rpa2, coc:Ó¡; 
e;:;) tárm:no, región 3' UTR, ;~.:-.I; 0,;; :,~I-:' . a:,~. ''::220 .'[ ' ..... ;:~" ··_,l..~i.:~ll, región de 

Al traducir esta secuencia de cONA se identificaron los dominios de unión a 

ONA A Y B que van en comparación con RPA-1 de arroz, del aminoácido 180 al 426 

así como el dedo de zinc putativo que se encuentra muy conservado en las proteínas 
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de otras especies. El porcentaje de identidad de aminoácidos entre RPA-1 de maíz y 

RPA-1 de arroz es del 75%(Fig.14). 
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Fig,R13 Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de RPA-1 de maíz y de arroz traducidas a 
partir de las secuencias de cDNAs, Los dominios de unión a DNA van del aminoacido180 al 432 y 'ª 
secuencia conservada de dedo de Zn del aminoácido 498 a 518, Identidad del 75% 

La secuencia de aminoácidos de RPA-1 de maíz también se comparó con las 

secuencias de RPA-1 humana (HsRPA-1), de levadura Saccharomyces cerevisiae 

(ScRPA-1), y Drosophila me/anogaster (DmRPA-1) con los que se encontró un 

porcentaje de identidad de 31 %, 32% Y 30% respectivamente (Fig, R14) 
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Fig R14 Alineamiento múltiple entre las secuencias de RPA-1 de Zea mays (Zm), Oryza 
sativa (Os), Homo sapiens (Hs), Drosophila melanogaster (Dm) y Saccharomyces cerevisiae 
(Se). Se observa la secuencia del dominio de unión a DNA del aminoácido 180 al aminoácido 
432 y la secuencia conservada de dedo de Zn del aminoácido 511 a 533 

3.3 Determinación del número de genes de RPA-1 de maíz 

Para determinar el número de genes se extrajo DNA genómico de ejes 

embrionarios de maíz variedad Chalqueño y 30 I-Ig de éste se digirió por separado 

con las siguientes enzimas de restricción: Eco RI, Hind /11, Xba I y Xho I y se separó 

en un gel de agarosa al 1.2% (Fig 16). 

Carril 1 2 3 4 

Fig.R15 Electroforesis de DNA genómico digerido con Eco RI carril 1, Hind 111 carril 2 Xba I 
carril 3 y Xho I carril 4. 
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El ONA se transfirió del gel de agarosa a una membrana de nylon la cual se 

hibridó con la sonda PR4113A de 1203 pb en condiciones de alta astringencia (68°C y 

lavados con 1 X SSC y 0.1 % de SOS) y en condiciones de baja astringencia (60°C y 

lavados con 2 X SSC y 0.1 % de SOS). La autoradiografía del Southern blot realizado 

en condiciones de baja astringencia se muestra en la figura 17 donde se observa que 

en el ONA digerido con las distintas enzimas de restricción hay más de una señal de 

hibridación. En la digestión con la enzima EcoR1 (carril 1) se observan tres bandas 

bien definidas, una muy intensa entre 9416 y 6557 pb Y dos entre 6557 y 4361 una 

intensa y la otra muy tenue; en el carril dos la digestión fue con Hind 111 y se observan 

seis bandas claras una muy intensa entre 9416 y 6557 pb, otra muy cercana a 6557 

pb, dos bandas poco intensas una cercana a 4361 pb Y la otra entre 4361 y 2322 pb 

Y dos bandas de bajo peso molecular, muy por debajo de 2027 pb, en la digestión 

realizada con Xba 1 son dos las bandas que se observan con claridad una muy 

intensa arriba de 6557 pb Y otra con una intensidad débil por debajo de 6557 pb; por 

ultimo en el carril 4 en la digestión con la enzima de restricción Xho 1 se observa una 

banda muy tenue de bajo peso molecular. 



Carril 2 3 4 
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--2322pb 
__ 2027pb 

Fig. R16 Autoradiografia de Southern blot (eo condiciones de alta astringeocia) del DNA geoómico 
digerido con eozimas de restricción. Carril 1 Eco RI, carril 2 Hind I1I, carril 3 Xba 1 y carril 4 Xha 1. 

3.4 Expresión del gen de la RPA-1 de maíz 

3.4.1.Expresión durante la germinación y efectos de fitohormonas 

Se estudió la expresión de la RPA-1 durante la germinación de ejes 

embrionarios de maíz tomando muestras de RNA a las 12, 24 Y 48 horas de 

germinación así como en semilla seca. Se analizó también la germinación en estos 

mismos tiempos pero en presencia de ácido giberélico ya que se había reportado que 

en arroz estimulaba la expresión de RPA-1 (Van der Knaap,1997). 
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La primera aproximación para estudiar la expresión de RPA durante la germinación 

fue por RT- PCR donde en el primer caso se utilizó la misma cantidad de RNA para 

todos los casos (Fig. R17). 

carriles 234567 

Fig R17. Gel de agarosa con RNA extraidos de diferentes tiempos de germinación. carril 1, 2 
Y 3: 12, 24,y 48 horas, carril 4, 5 Y 6: 12, 24 Y 48 horas en presencia de giberelina, carril 7 
RNA de semilla seca. 

Una vez obtenido el cDNA, la amplificación de este se hizo utilizando los 

oligonucleótidos rpa1 y rpa2 con los cuales se amplificaba un fragmento de 195 pb 

(Fig.R18). Se detectó el producto de amplificación de RPA-1 en semilla seca (carril 8) 

y se observó una cantidad mayor de éste a las 12 horas (carril 2) para luego decaer 

pero sin llegar a desaparecer. En presencia de ácido giberélico, como se esperaba se 

encontró un estímulo de la expresión de RPA-1 a las 24 horas como un máximo, 

observándose un estímulo en la transcripción (Carril 6). 
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600 pb 

200 pb 

Fig. R18. Expresión del gen RPA-1 de maíz durante la germinación de ejes embrionarios de 
maíz en presencia y ausencia de ácido giberélico. El análisis se realizó por RT-PCR a partir de 1 
~g de RNA total extraído a cada tiempo indicado y amplificado con los oligonucleótidoss 1 rpa y 
2rpa. Carril 1 marcadores de peso molecular escalera de 100 pb; carril 2, 12 horas de 
germinación; carril 3, 24 horas; carril 4, 48 horas; carril 5, 12 horas en presencia de giberélina; 
carril 6, 24 horas con giberélina; carril 7, 48 horas con giberelina; carril 8 semilla seca 

Adicionalmente se estudió la expresión de la RPA-1 de maíz en presencia (1 

iJM Y 50 iJM) Y ausencia de otra fitohormona, la benciladenina que es una citocinina. 

se obtuvieron muestras de RNA a las 12, 24 Y 48 horas de germinación de ejes 

embrionarios de maíz y se calibraron y resolvieron en un gel de agarosa (Fig.R19). 

Carriles 12345678 

IIII!!.' 
Fig.R19.Gel de agarosa con RNA extraído de diferentes tiempos de germinación: 
carril 1 semilla seca, carriles 2,3 y 4: 12, 24 Y 48 horas respectivamente, carriles 
5,6 y 7: 12, 24 Y 48 horas de germinación en presencia de 1 ~M de benciladenina 
carriles 8, 9 Y 10: 12,24 y 48 horas de germinación en presencia de 50 ~M de 
benciladenina 

El RNA se transfirió a una membrana de nylon y se hibridó con la sonda 

PR4113A a 6Boe. Se observó un máximo de expresión (Fig. R19) a las 12 horas de 

germinación en ausencia de la hormona (carriI2), que decae observándose un mínimo 

a las 48 horas de germinación normal (carril 4), el transcrito no se observa en semilla 
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seca (carriI1). En presencia de benciladenina (1¡JM) se observa un estímulo en la 

transcripción a las 24 horas, sin embargo a una concentración de 50 ¡JM la cantidad 

de mensaje disminuye en los tres tiempos de germinación (Fig. 21). 

Carriles 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

ZmRPA-1 

Fig. R20 Autoradiografia de Northem blot, carril 1 semilla seca, carriles 2,3 y 4: 
12, 24 Y 48 horas respectivamente, carriles 5, 6 Y 7: 12, 24 Y 48 horas de 
germinación en presencia de 1 11M de benciladenina carriles 8, 9 Y 10: 12,24 y 
48 horas de germinación en presencia de 50 11M de benciladenina 

3.4.2.Expresión en distintos tejidos de la planta de maíz. 

Se estudió también la expresión del gen en diferentes tejidos de la planta de 

maíz,: hoja, tallo, raíz, pistilo, embrión inmaduro y embrión a las 72 horas ( de una 

plantas de 15 semanas de edad y 3 días de polinización), se cargó la misma cantidad 

de RNA en un gel de agarosa (Fig. R21). 

Carriles 12345678 

~.~!!!!!!!t"""! - ,,--
Fig R21.Gel de agarosa con RNA extraido de diferentes tejidos: 
carril1 12 horas de germinación, carril 2 raíz, carril 3 tallo, carril 4 
hoja, carril 5 espiga, carril 6 pistilo, carril 7 embrión inmaduro y 
carril 8 embrión a las 72 h. 
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Se incluyó RNA a las 12 horas de germinación normal como control positivo ya 

que se había observado una máxima expresión en germinación. En la autoradiografía 

(Fig. R22) se observó el transcrito correspondiente a las 12 horas de germinación 

(carril 1), pero no se observa ninguna señal del mensaje ni raíz, ni tallo ni hoja. El 

transcrito está presente en baja cantidad en pistilo (carril 6) y en embrión de 72 horas 

de germinación (carril 7) y en mayor proporción en embrión inmaduro, lo que indica 

que el mensaje se encuentra en mayor cantidad en tejidos que están proliferando que 

en tejidos ya diferenciados. 

ZmRPA-1 

Carriles 1 2 3 4 5 6 7 8 

Fig R22. Autoradiografia de Northem blot. de RNA extraído de 
diferentes tejidos carril1 12 horas de germinación, carril 2 raíz, carril 3 
tallo, carril 4 hoja, carril 5 espiga, carril 6 pistilo, carril 7 embrión 
inmaduro y carril 8 embrión a las 72 h. 
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Discusión. 

4.1 Aislamiento del cONA de zmRPA-1 

Para el aislamiento de la clona de cONA de zmRPA-1 se utilizó una sonda 

(RPA12) amplificada de DNA genómico de maíz a partir de oligonucléotidos (rpa1 y 

rpa2) que fueron diseñados de una secuencia de una clona EST de maíz (GenBank 

T23395). Con la sonda RPA12 se realizó un escrutinio de un banco de cONA de 

maíz clonado en el sitio Eco RI de vector Agt11. De este banco se aisló una clona 

con un inserto de casi 2000 pb que contenía un sitio interno de corte para Eco RI, lo 

que era posible debido a que el sitio de clonación proviene de adaptadores que 

posteriormente son ligados al vector. Sin embargo, esta clona resultó una quimera 

ya que solamente 1200 pb codificaron para una proteína con alta identidad a RPA-1 

y el extremo 5' era de RNA ribosomal. El extremo hacia 5' faltante del cONA se pudo 

obtener con un oligonucléotido diseñado a partir de una clona EST de maíz 

(GenBank AW067251) que contenía secuencia codificante y no codificante con una 

alta similitud a RPA-1. Se empleó este cebador (rpa5) y el cebador rpa2 para 

amplificar por RT-PCR la secuencia de cONA usando como molde RNAm de 

semillas de maíz de 24 horas de germinación en presencia de AG. En estas 

condiciones se había encontrado un máximo de expresión para zmRPA-1. Así se 

pudo obtener la secuencia completa de una cONA de RPA-1 de maíz 

4.2 Análisis de las secuencias de cONA y de los dominios de la proteína. 

La se~uencia de cONA de zmRPA-1 tiene 1854 pb en marco de lectura y una 

identidad de 85% con la secuencia reportada para RPA-1 de arroz (Van der Knaap 

et al, 1997). El análisis de esta secuencia identifica una señal de poliadenilación 

78 



característica de los RNAs mensajeros en eucariotes, un codón de término y una 

región 3' UTR de 219 pb en la que se encontraron secuencias características como 

AATA que se encuentra de 10 a 30 bases arriba de la señal de poliadenilación y la 

secuencia CAGATG que se encuentra cercano al sitio de poliadenilación dentro de 

la región 3'UTR, estas secuencias marcan un sitio de poliadenilación (Joshi, 1987; 

Fig.12). El codón de inicio se identificó en la posición 61 del cONA, inmediatamente 

después del pentanucleótido CCGCC, que se ha observado se encuentra en la 

mayoría de los transcritos de organismos eucariotes precediendo el sitio de inicio de 

la traducción (Kosak,1984). 

La secuencia de aminoácidos que predice este cONA tiene una identidad del 

75% con la reportada para RPA-1 de arroz. Además, se identificaron los dominios de 

unión a ONA A Y B por comparación con la RPA-1 de arroz resultando un 83% de 

identidad y un 92% de similitud. Se identificó además la secuencia conservada de 

dedo de zinc que está presente también en RPA-1 de humanos, Drosophila 

melanogaster y levaduras. Una diferencia en el arreglo de este dominio es que, en 

RPA-1 de plantas, la secuencia es CX2CX13CX2C mientras que en el resto de las 

proteínas ortólogas se encuentra como CX4 CX13CX2C. Este acortamiento en el 

espaciamiento de dos aminoácidos entre las dos primeras cisteínas del dedo de 

zinc, parece estar conservado en plantas pero su efecto es difícil de predecir ya que, 

aún en las RPA-1 mejor caracterizadas que son las de humano y levadura, la función 

de este dominio no es totalmente clara. 

Cuando se ¡-tan hecho mutaciones puntuales en estas cisteínas en levaduras, 

la afinidad por el DNA se ve ligeramente afectada y la-replicación se puede llevar a 

79 



cabo pero no la recombinación, en la que la estimulación de la ONA polimerasa 

disminuye (Oong et al, 1999). 

En zmRPA-1 se identificaron todos los aminoácidos indispensables que están 

conservados para los diferentes ortólogos de RPA. Cuando Lys 45 es mutada por 

Glu en levaduras disminuye la eficiencia en la recombinación. Este resíduo se 

encuentra en RPA-1 de humano, arroz y Drosophila me/anogaster en la posición 47. 

En levaduras las mutaciones de Phe 238, que tanto en arroz como en maíz esta en 

la posición 218, Trp ocupa la posición 356 en zmRPA-1 y 364 en osRPA-1 causan 

una reducción en la afinidad por ONA de cadena sencilla, debido a una perturbación 

en la estructura, ya que se ha visto que estos aminoácidos interactúan directamente 

con la cadena de ONA pero estas mutaciones no afectan la reparación por escisión 

de nucleótidos. Además, cuando la Ser-351 de scRPA-1 (ubicada en la posición 348 

para maíz y 356 para arroz) es mutada, disminuye la eficiencia en el inicio de la 

replicación y la elongación del DNA (Umezu el al, 1998). 

Los aminoácidos que tienen contacto con el ONA se han identificado por 

experimentos con mutantes en levaduras (Umezu et al, 1998) y se muestran en la 

tabla 01. La mayoría de estos aminoácidos están conservados entre las diferentes 

especies, pero la conservación es más alta entre maíz y arroz. Estos a su vez son 

más parecidos a hsRPA-1 que a scRPA-1 lo que sugiere un mecanismo de unión a 

ONA para zmRPA y osRPA similar al de hsRPA-1. 
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HsRPA-1 ScRPA-1 OsRPA-1 ZmRPA-1 

Arg 211 Lys 211 Lys 212 Arg 206 

Trp 213 Trp 213 Tyr 214 Tyr 208 

Arg 217 Arg 217 Arg 218 Arg 212 

Arg 235 Gln 235 Gln 237 Gln 231 

Phe 239 Phe 239 Phe 240 Phe 235 

Lys 263 Gln 267 Arg 265 Arg 260 

Phe 269 Phe 269 Phe 270 Phe 265 

Glu 277 Glu 277 Glu 278 Glu 273 

Asn 337 Gly 337 Asn 342 Asn 334 

Arg 341 Lys 340 Arg 342 Arg 339 

Tyr 357 Gly 356 Ser 358 Ser 355 

Trp 360 Trp 359 Trp 360 Trp 357 

Arg 382 Arg 381 Lys 387 Lys 384 

Phe 387 Phe 386 Phe 391 Phe 388 

Ser 397 Ser 396 Ser 402 Ser 395 

Ser 398 Ser 399 Ser 407 Ser 400 

Tabla 01. Posición de los aminoácidos que se han identificado en RPA-1 de Saccharomyces 
cerevisiae (Umezu el al, 1998) que tienen contacto con el ONA y su ubicación equivalente en hsRPA1, 
osRPA-1 y zmRPA-1. En negritas se señala los aminoácidos que son diferentes entre las diferentes 
RPAs-1. 

4.3 Número de copias del gen de zmRPA-1 

En los genomas de plantas parece haber varias copias del gen de la RPA-1. 

En arroz se han reportado dos secuencias diferentes de cONA para osRPA-1 (Van 

der Knaap et al, 1997 e Ishibashi el al, 2000) aunque solo una de ellas tiene una 
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identidad significativa con zmRPA-1 (75%) mientras que el otro cONA sólo tiene una 

identidad del 28%. En el genoma de Arabidopsis thaliana de la busqueda de RPA-1 

resultan 82 secuencias, de las cuales 6 codifican para la proteína completa. El resto 

son secuencias parciales reportadas como hipotéticas RPA, pseudogenes y 

proteínas tipo RPA distribuidas en los cromosomas 1, 2, 3 Y 5 ("The Arabidopsis 

genome sequencing project"). La identidad más alta que se encontró entre estos 

genes con zmRPA-1 fue del 60% y corresponde a la clona genómica AB008269 que 

está en el cromosoma 5. 

Los resultados obtenidos por Southern blot de ONA genómico de maíz 

usando la sonda de cONA es consistente con una familia pequeña de genes y no 

con un patrón de familia multigénica como en Arabidopsis thaliana. 

Para conocer si hubiese otras secuencias distintas de cONA de RPA-1 de 

maíz se hizo una búsqueda en la colección de secuencias EST, tratando de 

identificar aquellas que tuvieran un extremo 3'-UTR secuenciado que permitiese 

distinguirlas. En junio del 2001 la base de datos del genoma de maíz reportó 26 

EST, pero solamente algunos, A1691908, TUC 09-07-3431.1, A1714491 O, TUC04-05-

3757.1, TUC09-07 -6470.1, BE186148 tienen una región 3 ' UTR (Fig. 01). 
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1 lSt6 3031 4546 6061 7576 90 
1 ES!! ---TAGTAGAAGATG CMCCTTTCTGGTGG TT-CGTTMGGGCT- GCCCTCCGAGATGTT CCCTCTGGGTTTTAG CACr1CTGTAAGATA 85 
2 EST26 ---TAGTAGAAGATG CAACCTTTCTGGTGG TT-CGTTAAGGGCT- GCCCTCCGAGATGTT CCCTCTGGGTTTTAG CACTTC1'GTMGATA 85 
3 BE ---TAGTIIGAAGATG CAACCTTTCTGGTC'-.G TT-CGTTAAGGGCT- GCCCTCCGAGATGTT CCCTCTGGGTTTTAG CACTTCTGTMGATA SS 
4 zmRPA TGATAGTAGAAGATG CMCCTTACTGCAAA TAGCGAC",(;ATTATTA GGACTAATTGATGGT GTCA---GGTCATTG CG--GCCCTAAGCTT 8S 

91 105 106 120 121 135 136 l!)O 1:'1 16!';. 166 180 
1 ESTl TATGTAGAGGTTTCG TTACCTTGATGTC-- AAGCAACAGATGCTA GGACAGT--TCAAGC ATGATGCATGMGCG TTTGCCGAATTGCAG 171 
2 EST26 TATGTAGAGGTTTGG TTACCTTGATGTC-- AAGCMCAGATGCTA C.GACAGT--TCMGC ATGATGCATGAAGOG TTTGCCGMTTGCAG 171 
3 BE TATGTASAGGTTTGG TTACCTTGATGTC-- AAGCAACAGATGCTA GGACAGT--TCAAGC ATGATGCATGAAGCG TTTGCCGMTTGCAG 111 
4 z~RPA TAGCTAT--GTATCA GCAGTCAGATGTATT AACCATTCCCTGCTC TAATAGTCATCTATC AGCAGTCA-GATGTA TTTAACCATTCCCTG 172 

181 195 196 210 211 225 226 2~0 2~1 

1 ESTl TTTCAGTTCCCTCGT TCCGTATTTCCGTGC CAATGCMCTTTGTT GAGCAAAAAAAAAAA AAJ>AAAA-------- --------------- 238 
2 EST26 TTTCAGTTCCCTCGí TCCGTATTTCOGTGC CAATGCAACTTTGTT GAGcAAAAAAAAAAA AAAAAAA-------- --------------- 238 
3 BE TTTCAGTTCCCTCGT TCCGTATTTCCGTGC CAATGCAACTTTGTT GAGCAAATAGTGAGG ATTATTAGGACTAAT TGATGGTGTCAGGTC 261 
4 zmRPA CTTAATAGCTCTCTA CCAC~AGT------- ---CGGAAGTTT-TT AACCAAAAAAAAAAA A-------------- --------------- 222 

271 28~ 266 300 301 
1 EST1 --------------- --. -------- -------
2 EST26 -------________ --------------- -------
3 BE GOGGCCCTAAGCTTT AGCTCTGTATCAGCA GTCAGAA 
4 zmRPA --------------- --------------- -------

31 S 316 
;¿38 
236 
298 
222 

330 331 3~S 346 360 

Fig. D1 Alineamiento de la región 3' UTR. EST1 (AI691908), EST26 (TUC0907-6470.1) y BE 
(BE186148). 

La clona BE186146 tiene una identidad del 91 % con la región 3' UTR de la 

secuencia de la zmRPA-1 que se analizó en este trabajo. 

El análisis de la región 3' UTR de las clonas EST reportó 5 cDNAs cuyas 

regiones codificantes tienen distintos grados de similitud a la RPA-1 y con regiones 

3'-UTR diferentes, por lo que podrían corresponder a los otros genes cuya presencia 

sugiere el Southern blo!. 

4.4 Expresión del gen de zmRPA-1 

El transcrito de la RPA-1 se pudo detectar solamente en semilla seca 

utilizando la técnica de RT-PCR, lo que implica que se encuentra en niveles muy 

bajos y que probablemente este sea residual de la embriogénesis, una etapa 

altamente proliferativa. Durante la germinación, el transcrito de la RPA-1 ya es 

deteciabie por Northen blot y se observó en cantidades considerables a las 12 

horas, que es el tiempo en el cual ocurre la síntesis de DNA tanto reparativa como 

replicativa (Baiza et al, 1989). El comportamiento de la RPA en principio es muy 
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similar al que siguen otras proteínas importantes durante la fase S del ciclo celular y 

que se han estudiado en maíz, como es el caso del PCNA, donde se determinó por 

densitometría que la proteína fluctúa durante el ciclo celular, presentando un máximo 

a las 24 horas de germinación y hacia las 40 horas casi no es detectable (Georgieva 

et al, 1994). 

Se ha determinado con aminoácidos marcados radiactivamente que la 

síntesis de histonas, proteínas que son sintetizadas en la fase S, comienza a las 12 

horas y es máxima a las 24 horas de germinación. En el caso de la proteína timidina 

cinasa, que está muy relacionada con la fase S, la actividad es muy baja al inicio de 

la germinación pero va aumentando hasta llegar a un máximo entre las 12 y 30 

horas y después de este tiempo decrece. Como esta proteína es importante en la 

reparación del DNA, quizá durante la maduración de la semilla se acumula una 

cantidad de timidina cinasa y así en la germinación las células pueden reparar el 

DNA sin depender de la síntesis de proteínas (Georgieva et al, 1994). 

La cantidad de la RPA aumenta como una respuesta a AG en un punto donde 

se ha observado que la cantidad de DNA nuclear es máxima (Baíza et al, 1989). La 

RPA es una proteína indispensable desde tiempos muy tempranos para llevar a 

cabo la germinación, lo que hace de su síntesis una prioridad, como lo es también el 

movimiento de reservas que responde a AG. 

Se ha observado que la fitohormona BA estimula a la DNA polimerasa delta 

en maíz (Reyes et al, 1991). Esta fitohormona también estimula a RPA-1 a las 24 
.. 

horas de germinaciún io que concuerda muy bien con el tiempo donde la cantidad de 

DNA es máxima (Baíza et al, 1989). 
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La RPA -1 se encontró en arroz en tejidos proliferativos por Northern blot y en 

maíz también se encontró en mayor cantidad en este tipo de tejidos, donde ell ONA 

se está replicando constantemente y por lo tanto RPA se requiere en una mayor 

cantidad. Es altamente probable que en el caso de hojas donde la proliferación no es 

importante, la RPA funcione principalmente en la reparación de daño al ONA, debido 

a que estos tejidos están sometidos constantemente a daño por luz UV y por lo 

tanto se requiere de una reparación intensa. 

4.5 Perspectivas 

En plantas no se han caracterizado las otras subunidades del heterotrímero 

de RPA. En contraste con lo que sucede para RPA-1 en el genoma de Arabidopsis 

fhaliana no se reporta ninguna secuencia con similitud significativa a RPA-2 

(http://www.tigr.org/docs/tigr-scripts/edb2_ scripts/neuk _name _ search. spl) y la base 

de datos del genoma de maíz reporta 13 secuencias EST con distintos grados de 

similitud a RPA-2 que se podrían emplear en una estrategia similar a la utilizada en 

este trabajo para aislar el o los cONA(s) correspondientes. Tampoco en el genoma 

Arabidopsis fhaliana hay una secuencia con parecido evidente a RPA. Llama la 

atención el contrastante número de secuencias genómicas y de cONA que se han 

encontrado de RPA-1 en Arabidopsis fhaliana y Zea mays con las respectivas de las 

otras subunidades, cuando la proteína funcional debe formar un heterotrímero por lo 

que se esperaría una relación equimolar entre las distintas subunidades. Esto se 

podría conocer aislando sondas para las subunidades RPA-2 y 3 que se empleasen 

para esturlia.(~ su expresión y comparaílas con RPA-i. 

Otra aproximación para el estudio de estas subunidades sería a través de 

sobreexpresar zmRPA-1 o el dominio de interacción con la RPA2, fijándolo en una 
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columna de afinidad por el cual se pase un extracto nuclear para intentar purificar 

RPA-2. Asimismo, la proteína sobreexpresada se puede emplear para inmunización 

y obtener anticuerpos. Estos se emplearían para estudiar la expresión de la proteína 

y para inmunoprecipitar complejos nucleares en los que probablemente se 

encontrarían la RPA-2 y 3. La actividad del heterotrímero se podría estudiar en 

ensayos de replicación in vilro con otras proteínas de replicación de maíz, como es 

una DNA polimerasa alfa que se ha purificado y caracterizado (Coello el al, 1992). 

El hecho de encontrar varios cDNAs de la RPA-1, probablemente 

provenientes de varios genes sugiere que puede ocurrir expresión específica de 

tejido o de estado de desarrollo de los distintos genes. Esto se podría probar 

mediante el diseño de sondas o cebadores específicos de las regiones 3' UTR de lo 

cDNAs hipotéticos de la RPA-1. 
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Conclusiones 

• A partir de un banco de cONA y con el diseño de oligonucleótidos se obtuvo una 

clona de cONA (zmRPA-1) cuya secuencia predice una proteína de 621 

aminoácidos que tiene una identidad de 75 % a nivel de aminoácidos con 

osRPA-1, 32 % con hsRPA-1 y 31 % con scRPA-1. 

• El patrón de hibridación obtenido por ensayos de Southern blot, utilizando como 

sonda el cONA de la clona PR413A, sugiere la existencia de más de un gen para 

RPA-1 en maíz. 

• En ensayos de RT-PCR se observó un incremento importante del mensaje a las 

12 horas de germinación y una respuesta a ácido giberélico. Por Northern blot se 

observó que la expresión de zmRPA-1 es mayor en tejidos proliferativos y 

responde a las fitohormonas benciladenina. 
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MEDIOS 

Agarsuave 

NaCI 
MgS04 
Extracto de levadua 
Agarosa 
Agua 

Medio LB 

Triptona 
Extracto de levadura 
NaCI 
Agua 

Medio SOB 

Triptona 
Extracto de levadura, 
NaCI 
KCI 
MgCI2 
MgS04, pH 6.7-7.0 

Medio TB 

Peptona 
Extracto de levadura 
NaCI 
Glucosa 

Medio SOC 

Peptona 
Extracto de levadura 
NaCi 
Glucosa 

5g 
2g 
5g 

Apéndice A 

0.7 % (w/v) 
hasta 1 L 

10 9 
5g 
5g 
hasta 1 L. 

2% 
0.5% 
10mM 
2.5mM 
10mM 
10mM 

1.65% (w/v) 
0.4% (w/v), 
136 mM 
20mM 

1.6% (w/v) 
O.4% (w/v) 
136 mM 
20m M 
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SOLUCIONES 

Solución alcalina de lisis 

NaOH 
SOS 

0.2 N 
1% 

Amortiguador B boehringer MR para enzimas de restricción 

Tris-HCI 
MgCI2 

NaCI 
2-Mercaptoetanol pH 8.0 

10 mM 
5mM 
100 mM, 
1 mM 

Amortiguador de carga para ONA 

Azul de bromofenol 
Glicerol 
Na2EOTA2H20 pH 8.0 

0.25% 
50% 
2.0mM 

Amortiguador de carga para RNA 
glicerol 50% 
Na2H2P04 pH7 10 mM 
Azul de bromofenol 0.4% 

Amortiguador para desfosforilación 

Tris-HCI pH 8.5. 
EOTA 

Amortiguador de dilución 

Glicerol 
Tirs HCI pH7.6 
MgCI2, 

ZnCb 

500 mM 
1 mM 

50% 
25 mM 
1 mM 
0.1 mM 
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, 
•• 

Amortiguador de extracción de DNA 

Tris- HCI pH 8.0 
Na2EDTA 2H20 pH 8.0 
NaCI 

Amortiguador 5 X para ligación 

Tris-HCI pH7.5 
MgCiz 
ATP, 
DTT 
polietilen glicol 8000 

Amortiguador para PCR 

Tris-HCI, pH 8.9 
KCI 

0.1 M 
50mM 
0.5M 

250 mM 
50m 
5mM 
5mM 
25% 

10 mM 
50mM 

Amortiguador para síntesis de cadena sencilla 

Tris-HCI pH 8.3 
MgCI2 

DTT 

Amortiguador SM 

Tris -HCI pH 7.5 
NaCI 
MgS04 
gelatina 

Amortiguador TE 

Tris- CI 
EDTA, pH 8 
Amortiguador TAE 1 X 

Tris base 1X 
Trizma base 
ácido acético glacial 
Na2 EDTA2H20 pH 8.0 

250 mM 
375 mM 
0.1 M 

0.05 M 
0.1 M 
0.01 M 
0.01 %. 

10Mm 
4mM 

40 mM, 
20mM 
2.0mM 
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FCI 

Fenol 
cloroformo 
alcohol isoamilico 

Solución GTE 

Glucosa 
Tris-CI 
EOTA 

Solución de Hibridación 
SSC 
SOS 
ONA de esperma de salmón 
Oenhart 

Solución de neutralización 

CH3 COOK5M 
CH3COOH glacial 
H20 

SSC2X 
SSC.20X 
Para preparar 1 L de solución. 
NaCI 
NaH2P04 
H20 
Ajustar pH 7 

Solución TB 

Pipes 
MnCIz 
CaCI2 
KC! pH 6.7 

50 %-
49% 
1 % 

50mM 
25 mM pH 8 
10mMpH8 

6X 
0.5%, 
1% 
5X 

60% 
11.5 % 
28.5% 

173 9 
27.6 9 
800 mi 

10mM 
55mM 
15mM 
250 mM 
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Apéndice B 

Secuencia de oligonucleótidos usados en este trabajo 

rpa 1.- 5'GCTGGTGGTTTCAAGTCCAT 3' 

rpa2.~ 5'ATCCAGACCCAAAAGCTTCA 3' 

'\gtllF. - 5'ATTGGTGGCGACGACTCCTGGAG 3' 

'\gtllrev. - 5'CAGACCAACTGGTAATGGTAGCG 3' 

rpa7.- 5'AACTGGGTCATTAAGGTGCG 3' 
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