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ABREVIATURAS.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNmM: ARN mensajero.

ARNP: ARN ribosomali.

ARNt: ARN de transferencia.

TCA: Acido tricloroacético.

Cs: Plantas cuyo primer compuesto estable después de la fijacion del
C02 es un compuesto de tres C (Cliceraldehido 3-fosfato).
Ca: Plantas cuyo primer compuesto estable después de la fijacion del
€02 es un compuesto de cuatro C (acidos malico o aspartico).
CAM: Plantas con el metabolismo acido de las crasuldseas.
cpm: Cuentas por minuto.

dNTP: Mezcla deoxirribonucledtidos trifosfatos,

DEPC: Dietli-pirocarbonato.

EDTA: Etilendiamino tetraacetato,

EGTA: Etilen glicol Acido tetraacetico.

IPTG: Isopropli tio p-p-galactosido.

Kb: Kilobase,

LB: Medio Luria-Bertoni,

M: Molaridad,

mg: Mlligramo,

mi: Milllitro.

n@: Nanogramos.

nm: Nanémetros.

pb: Pares de bases.

PDB: Amortiguador de dilucion dei fago.

PEPC: Fosfoenolpiruvato carboxilasa.

PEP: Fosfoenoipiruvato.

RUBISCO: Ribulosa-1,5 bifosfato carboxilasa/oxigenasa.
RT: Transcriptasa reversa.

TRIS: Tris-(hidroximetil) aminometano.,

ufp: Unidades formadoras de placas.

u@: Micro gramo.

uls Micro litro,

X-Gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indoil-p-p-galactosido.

(x=32P): Fosforo 32 marcado con emisiones aifa.
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I. RESUMEN.

La Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) cataliza la fijacion dei CO2
en fosfoenoipiruvato (PEP) para formar oxaloacetato y fosfato
Inorganico. La PEPC es una enzima ciave implicada en la fijacion del CO2
en plantas y algunos otros organismos. La funcién metabdiica que
desempefia el producto de estd enzlma depende del tejido vy del tipo
de pianta bajo estudio.

Este trabajo estd comprendido dentro de un proyecto general
mds amplio llamado "Fosfoenolpiruvato carboxilasa de frijol:
regulacién y expresion genica”, el cual tiene por objeto determinar el
numero de genes que codifican a la PEPC en vaina de frijol, analizar su
secuencla y sus reglones reguladoras, asi como comparar el grado de
identidad existente entre esta y otras PEPC descritas.

El paso Inicial y quizd el mds importante para ilevar al cabo este
objetivo es la construccién de una biblioteca de ADNC de vaina de
frijol a partir de! ARN mensajero alslado de un estadio de desarrolio de
la vaina en donde se conozca que el gen de la PEPC estd siendo
expresado.

En este trabajo se realizd la construcclon y caracterizacién de
una biblioteca de ADNc de vaina de frijol de siete dias después de la
floracién. La sintesis deli ADNc se realiz6 por medio de una
transcriptasa reversa (SuperScript RT Il Glbco, BRL), con la cual se
obtuvieron 21.47 g de ADNc, los cuales se clonaron en el vector A
2IPLOX, el cual contlene un vector piasmidico multifuncional, el p2i1,
este es un vector inducible por iPTC. Después de la clonacion se titulé
la biblioteca obteniendose un tituio de 2.28X108 ufp/ug ADNC. LOS ADNC
sintetizados tienen un tamafio desde 500 pb a 8 Kb. La recuperacion



del pidsmido se realizé por un mecanismo de escision in vivo que es
una caracteristica Importante que ofrece el vector; y los ADNC
clonados se recuperaron por medio de cortes de ADN con enzimas de
restriccion. Los resultados de las electroforesis sirvieron para anailzar
los tamafios de ADNC clonados, obteniendose un tamafo promedio de
2.9 Kb, y los insertos con mayor frecuencia cionados tienen tamafios
de 2.4y 2.5Kb.

. Estos resultados indican que la bibiloteca construida tiene las
caracterfsticas necesarias para ser considerada- como una buena
bibiioteca de ADNC, v en base a esto, existen altas probabliidades de
no sélo la secuencia de la PEPC, sino también encontar cualquier otro
gen que este stendo expresado en vaina de frijol,



It INTRODUCCION.

1. IMPORTANCIA DE LA BIOLOGIA MOLECULAR Y DE LAS
BIBLIOTECAS DE GENES.

Entre las mads excitantes dreas de las clencias modernas estd la
Blologia Molecular y una de sus aplicaciones: 1a ingenierfa Genética
(Schuler y Zlelinski,1989). La ingenierfa Geneética es el conjunto de
técnicas que realizan manipulaciones sobre el ADN, Esta disciplina se
encarga de alsiar genes, de precisar su estructura y, por ditimo, de
Introducir el gen “purificado” y eventuaimente modificado en las
células de un organismo distinto al de origen (Davies, 1987). La
interaccién entre la Blologia Molecular vy la ingenieria Genética ha
permitido desarrollar una gran cantidad de productos que han
mejorado la calidad de vida de a poblacidn, tales como
medicamentos, proteinas, organismos hiperproductores, vacunas, etc.
(Dodet, 1987, Langley-Danysz, 1987 Pétiard, 1987., Tempe y Schell,
1987). .

Recientemente tanto la investigacién biomédica como la
biotecnoldgica han experimentado cambios revolucionarios con el
desarrolio de ta manipulacion genética, la manipulacién genética se
define como la formacién de nuevas combinaciones de material
heredable por 13 insercion de molécuias de dcidos nucleicos
(producidos por cualguler medio fuera de 1a céiula) en algun virus,
pldasmido bacterianc o0 algin otro vector tal que permita su
Incorporacion dentro de aigln organismo hospedero en el cual no
exista naturalmente, pero en el que sean capaces de continuar



propagdndose (Old y Primrose, 1989). Ei término de manipulacién
genética puede ser aplicado a una gran variedad de técnicas in vitro
e In vivo.

Una de las técnicas que ha permitido ei desarrolio de la
Ingenieria Genética es la construccion de bibiiotecas de genes. Una
biblioteca tiene por objeto reunir la informacion genética de un
determinado organismo, clonando fragmentos de ADN o de ADN
complementario (ADNC) relativamente pequefios en algun vector, esto
permite almacenar la informacion genética de un organismo dentro
de unos pocos centenares de miles de fagos o pidsmidos. El construir
una biblioteca es un paso prioritario y muy importante para realizar
una gran cantidad de experimentos con multipies aplicaciones que
tengan como finalidad obtener, cionar y posteriormente manipuiar un
gen de particular interés.

Una vez cionado y alslado el gen de interés éste puede servir
para analizar diferentes aspectos tales como estructura, secuencia,
expresion temporal y espacial, etc; con io cuai se tendria informacién
acerca del funcionamiento y reguiacién del gen. Una vez conocida
toda la informacion posible acerca de él se podria efectuar
transfeccion para generar organismos transgénicos que permitan un
andlisis in vivo de la expresién de ese gen. La manipulacion genética
abre posibiiidades de mejoramiento genético de especies vegetales,
por ejemplo el incrementar el rendimiento en la produccién de
semillas o frutos, resistencia a plagas y enfermedades, a altas
concentraclones saiinas, a temperaturas extremas 0 sequia, y con ello
favorecer ei cultivo de ciertas especies en condiclones ambientales
adversas.



2. LA FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXILASA DE VAINA DE
FRIJOL.

El frijol (Phaseolus vulgaris L) es una planta de la familla de las
leguminosas y su semlila tlene un amplio consumo dentro de la mayor
parte de la pobiacidn mexicana debldo a su fécil adquisicién y a su
bajo costo.

El hecho de poseer un alto contenido proteico hace a la semilla
del frijol una buena alternativa para satisfacer las demandas protelcas
de una gran parte de la poblacién que no tiene acceso a proteinas de
origen animal, siempre y cuando se complemente Ia dleta con algunos
otros alimentos que contengan los aminodcidos esenclales que no
tiene el frijol.

En la vaina de frijol cuando se encuentra madura pueden
apreclarse tres partes mas o menos distintas, desde el exterior hacia el
Interior, a las cuales se les denomina exocarplo, mesocarpio y
endocarplo (Fahn, 1990), a Ia pared del fruto que proviene de Ia pared
del ovarlo se le denomina pericarpio (Figura 1).

Flinn et al (1977) observaron en frutos de leguminosas, que Ia
valna, contribuye con aproximadamente un 10% al carbono de la
semllia a través de Ia fljacion del CO2 respirado, 1o cual es una cantidad
nada despreciable considerando la produccion total.

El andlisis de la fljacion del CO2 por medio de las enzimas
flladoras RUBISCO y PEPC en los frutos muestra que muy poco CO:
atmosférico es fljado por medio de la RUBISCO en relacion con lo que
fljan las hojas (Blanke y Lenz, 1989), En un trabajo realizado por
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Delgado (1992) en frijoi, se observé que Ia actividad de ia PEPC se
localizaba en mayor cantldad en tejido interno de la vaina, la alta
actividad de la PEPC estd correlacionada con las condiciones que
operan dentro de la vaina: altos niveles de CO2, niveles relativamente
bajos de clorofila y una penetracién restringida de la luz a través del
pericarplo. Sin embargo, la ruta por la cual se lleva al cabo la
reasimiiacién del CO2 en la vaina no esté ciara.

La Fosfoenolpiruvato carboxilasa [EC 4.1.1.31] (PEPC) cataliza Ia
fljacién del CO2 en fosfoenolpiruvato (PEP) para formar oxaloacetato y
fosfato inorgdnico (Kodaki et al, 1985). La PEPC es una enzima clave
implicada en la fijacién del COz2 en plantas y algunos otros organismos.
La funcion metabdlica gue desempefia el producto de esta enzima
dependerd del tejido y del tipo de planta bajo estudio. Asl en hojas de
plantas con fotosintesis de tipo C3, como el frijol, 1a PEPC se encarga de
proveer compuestos de cuatro carbonos que se introducen al ciclo de
Krebs (funcién anaplerotica) y que pasan a formar parte de
aminodacidos. En plantas con fotosintesis tipo Ca la PEPC cataliza la
fljaclon fotosintética del CO2 en la primera reacclén de la ruta Ca. En
plantas que presentan el metabolismo dcido de las crasulaceas (CAM) 1a
funcion de la PEPC es también de tipo fotosintético.

El frijol es una planta del tipo C3 por lo cual se esperarfa que la
PEPC presentara un comportamiento correspondlente a esta Isoforma.
Sin embargo, la alta actlvidad de esta enzima presente en vaina es
atipica con respecto a la que se observa en hoja. Por otro lado las
condiciones vya sefialadas anteriormente no permiten definir
certeramente la ruta por la cual se lieva a cabo la fijacion del COz en el
tejido interno de 1a vaina de frijol.



El desarrollo de este trabajo estd comprendido dentro de un
proyecto general mas ampilo {lamado "Fosfoenoipiruvato carboxiiasa
de frijol: regulacion y expresion génica", el cual tlene por objeto
determinar el nimero de genes que codifican a ia PEPC en vaina de
frijol, analizar su secuencia y sus regiones reguiadoras, asi como
comparar el grado de identidad existente entre esta y otras PEPC
descritas,

El enfoque que se pretende seguir para abordar este problema
es aislar ei gen de la PEPC que se expresa en vaina-de frijol, anailzar su
secuencia y compararia con las de otros tipos de PEPC descritos. Ei
grado de identidad que presente la PEPC de vaina de frijol con ios
diferentes tipos de PEPC descritos puede ayudarnos a esclarecer el
tipo de PEPC que se encuentra presente en este tejido. El paso inicial y
quizé el mas importante para lievar al cabo este objetivo es la
construccion de una biblioteca de ADNC de vaina de frijol a partir del
ARN mensajero aisiado de un estadio de desarrolio de fa valna en
donde se conozca que el gen de Ia PEPC estd siendo expresado.

Los niveles de identidad han sido descritos por Sugimoto et a/
(1992) con base en la secuencia de aminodacidos presentes en algunos
tipos de PEPC descritos en ia literatura, ei porcentaje de identidad
encontrado entre la PEPC de plantas tipo Cs es del 88%, mientras que
al comparar la PEPC de plantas tipo C3 con fas CAM estas tienen un
grado de identidad del 82%, por lo que respecCta al porcentaje de
identidad existente entre la PEPC de plantas tipo Cz y las Ca e] valor es
de 73%.



Il REVISION DE LITERATURA.
1. FIJACION DEL CO2 EN VAINA DE FRIJOL.

El andlisis de las enzimas fijadoras de CO: en l0s frutos muestra
que muy poco CO2 atmosférico es fijado por medio de la RUBISCO
(enzima del ciclo de reduccidn fotosintética del carbono) en relacion a
lo que fljan las hojas. La actividad de esta enzima en las paredes de la
vaina de chicharo es de 10 a 100 veces menor que ia actividad en ias
hojas (Hedley et al., 1975). En €l pericarpio verde del grano de trigo se
ha detectado una preponderancia de productos de PEPC marcados,
tales como aspartato, citrato, malato y glutamato después de 1
minuto de exposicién a 14C02 en luz (Aoyagi y Bassham, 1984). Ademds,
considerando la actividad de la PEPC , se han descrito relaciones de
PEPC:RUBISCO de 1.7 a 14 para ei fruto de tomate, mientras que para
hoja los valores son alrededor de 0.1 (Bravdo et al,, 1977; Laval-Martin
et al., 1977). Por otro lado las caracteristicas cinéticas de PEPC de fruto
difleren grandemente de la PEPC de otros tejidos u 6rganos (Blanke et
al, 1986).

Esto ha lievado a proponer a Bianke y Lenz (1989) que en 10s
frutos estd ocurriendo un tipo de fotosintesis caracteristico de este
érgano al cual denominaron "fotosintesis de fruto”. Sin embargo,
hasta la fecha no se ha definido si realmente ia PEPC dei fruto esta
funclonando fotosintéticamente. El hecho de que esta enzima tenga
un papel anaplerdtico importante en aigunos tejidos hace suponer
que ésta podria ser su principal funcion en fruto. En un trabajo
realizado en frijol por Delgado (1992) , se observé que la actividad de la



PEPC era mayor en tejido interno de la vaina. Por otro lado, al
proporcionar a la cavidad interna de la vaina 14CO2 durante 1 minuto se
observé que aparecian marcados los compuestos sacarosa, glicina,
serina, almidon, 4cido aspartico, acido giutdmico y giutamina. Esto
indica que el COz se estd fljando en el tejido Interno de la vaina, pero la
ruta por la cual se lleva a cabo no estd clara.

Aparte de la asimilacion fotosintética del carbono, otras
funclones se han atribuido a la PEPC tales como proveer de
compuestos de carbono al ciclo de Krebs (funcién anaplerética) y los
cuales pasan a formar parte de aminodcldos, generacion de NADPH,
refijacion del COz, asimiiacion de nitrogeno, sintesis de aminoacidos y
mantenimiento del pH/electroneutralidad (Tirumala y Raghavendra,
1992),

2. BIBLIOTECAS DE GENES.

Una biblioteca o genoteca es una coleccion de material genético
de un indlviduo de interés insertado en algun vector para
posteriormente buscar la secuencia de algun gen gque se encuentre
presente 0 que este siendo expresado en algin tipo de células
caracteristicas (Nossal, 1988).

La construcclién de bibliotecas de genes representa un método
esenclal para cualquler investigador que esté tratando de esclarecer la
importancia y el pape! que aigtin gen esté desempefiando dentro de
un organismo. De ahi que represente quizas, el paso inicial a seguir
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para tratar de conocer de manera integral, 1a estructura del gen y
como estd regulado, teniendo estos conocimientos muy claros
pueden desarrollarse una gran cantidad de experimentos que
permitan conocer ¢cémo se estd expresando dicho gen bajo clertas
condiclones de desarrollo.

Con base en lo anterlor no es dificll entender la Importancia que
tiene desarrollar de manera confiable y eficlente esta metodoiogfa: ia
construccion de una biblioteca, ya sea gendmica o de ADNC,

3. TIPOS DE BIBLIOTECAS.

Existen dos tipos de bibliotecas comunmente usadas:

Bibliotecas gendmicas.- preparadas a partir del ADN total del
organismo bajo estudio, dicho ADN es digerido con una endonucieasa
de restriccion y cada fragmento es clonado en aigin vector. La
biblioteca debe contener un nimero suficientemente abundante de
clonas para que exista ia posibilidad estadistica de que todos ios genes
se encuentren presentes.

Bibliotecas de ADNC .- construidas a partir del ARN mensajero que
se encuentra presente en aigun tejido o tipo de células especificas y
que Unicamente contiene copias de aguelios genes gue estan siendo
activamente expresados en ese tejido particuiar o tipo de céiuia
(Brown, 1991). Para la construccion de estas bibliotecas el ARNm sirve
de moide para sintetizar ADNC por accion de ia Transcriptasa Reversa
- (RT),

1



4. DIFERENCIAS ENTRE LOS DISTINTOS TIPOS DE
BIBLIOTECAS.

Las diferencias existentes entre ambos tipos de blbllotécas se
generan por el origen mismo de cada una de ellas. Las bibliotecas
gendmicas por estar construidas a partir del ADN total, contienen toda
la informacién genética de un individuo, y por ello brindan ia
posibiiidad de obtener secuencias mas grandes y por io tanto un gen
completo inciuyendo las regiones reguladoras dei gen de Interés.
Mientras que las bibliotecas de ADNc Unicamente incluyen Ila
informacion genética de los ARNm que estdn siendo activamente
expresados en un determinado tejido. La probabiiidad de encontrar el
mensaje completo del gen de interés no es del 100%, ya que esto
depende de ia procesividad de la RT o cual estd en funcién de la
calidad y pureza de la enzima y del ARNm que sirve de moide. En lo
referente al tamafo de las secuenclas encontradas, en la biblioteca de
ADNC van a ser menores en comparacién con las obtenidas de Ia
biblioteca genémica. Esto es debido a que en el momento en que son
transcritos los mensajes a partir del ADN los intrones son removidos
por un proceso liamado corte y reunién (splicing), y aungue estos
intrones son parte constitutiva de un gen, no son traduclbies a
polipéptidos (Lehninger et al, 1993). Por otro lado estos fragmentos de
ADNC no llevan las regiones reguladoras del gen.

Dado que en una biblioteca genémica el ADN es digerido con una
endonucleasa de restriccion, esto le proporciona extremos cohesivos
para ser clonados en el vector y por lo tanto la metodologla general
de la construccién de una biblioteca genémica se reduce a ia
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extraccién del ADN, su corte con enzima de restriccion y cionacién. Por
lo contrario, la construccién de una biblioteca de ADNc Implica un
mayor numero de pasos lo cual repercute en los cuidados que se
deben de tener, y en la mayor cantidad de controles que se deban -
introducir en cada una de las reacclones. Esto no significa de ninguna
manera que la construccién de una biblioteca genémica sea facil, sino
que desde ei punto de vista metodoiégico implica un menor nimero
de pasos.

Enio que respecta ala probabiiidad para aislar un gen, en ambos
tipos de bibliotecas ésta va a depender del nimero de coplas que
tenga el gen y del nimero de mensajes que se encuentren presentes
en ia céluia. Si hablamos de un mensaje que es abundante y que estd
siendo activamente expresado, esto podria facilitar en un momento
dado la busqueda dei gen de interés en una biblioteca de ADNC.

5. BIBLIOTECAS DE ADNC.

La conversién de ARNmM a una molécuia de ADNC con el propdsito
de clonaria es compieja v dificll, ya que implica una serle de reacciones
enzimdticas que por su misma naturaleza son altamente especificas y
sensibles a cualquier factor exégeno que pueda afectar el curso de ia
reaccién (Kimmei y Berger, 1987),

Desde que las primeras cionas de ADNc fueron obtenidas a
mediados de los afios 70's, diferentes métodos han sido desarroilados
para incrementar la eficiencia de sintesis de una doble cadena de
ADNC y muchas mejoras han sido introducidas a los vectores de
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clonacion y a las enzimas involucradas. Ademads, 105 avances teodricos y
técnicos que se han logrado en ei area de Biologia Molecuiar en ia
década de los 80's ha permitido alsiar clonas de ADNc
correspondientes a especies extremadamente raras de ARNm,

LOS ARNm pueden ser clasificados en la céiula como de aita,
media y baja abundancia. De alta abundancia si existen 30 copias de
ARNmM por céiula de la secuencia de interés, media sl existen 15 copias
por célula del mensaje de interés y baja cuando existen muy pocas
copias 0 al menos una copia (Farrell, 1993),

De manera general la construccion de una biblioteca de ADNC
puede resumirse en cuatro pasos: extraccion de ARNm poly (A)+,
sfntesis de ADNc, adicion de adaptadores y cionacion.

6. CARACTERISTICAS DE UNA BUENA BIBLIOTECA DE ADNC.

Todas las buenas bibliotecas de ADNc poseen tres caracterfsticas
que las distinguen de las malas bibiiotecas: 1) contener la suficlente
cantidad de todas las secuencias de interés, algunas de ias cuales
derivan de ARNm de baja abundancia; 2} inciuir el nimero minimo de
clonas que tenga insertos pequenos (<500 pb) de ADNC; v 3) estar
compuestas de insertos de ADNc que hayan sido copiados de ARNm.

Las bibliotecas pueden clasificarse como direccionales o al azar.
Todos los miembros de una biblioteca direccional contienen insertos
de ADNc clonados con una orientacién especifica; esto es, que el 100%
de los insertos clonados tengan una orientacidon 5'-3', mientras que
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las bibliotecas al azar contienen Insertos de ADNC clonados en
cualquler orientacion, 50% 5'-3' y 50% 3'-5'.

Algunas de las bibliotecas direccionales son construidas en un
vector de expresion y el gen clonado estd controlado por un
promotor inducible. Estas dos caracteristicas ofrecen ia facllidad de
realizar el escrutinio de la biblioteca por técnicas inmunoldgicas.

7. EXTRACCION DE ARNM.

La construccién de una buena biblioteca de ADNc comienza con
ia extraccion de un ARNm de alta calidad, ya que de esto depende la
cantidad de informacién que pueda ser convertida a ADNC,

Se sabe que alrededor del 1 al 5% del ARN total es ARNm (Farrell,
1993), para poder aislar esta pequefa fraccion del ARNr y del ARNt se
conocen diferentes métodos, entre los cuales destacan la extraccion
~ por columna de oligo (dt) celulosa, el papel de afinidad por el
mensajero Y las esferas magnéticas. Estos tres métodos se basan en el
mismo principio que parte de que la casl totalidad de los ARNM
presentan una cola de poly-A en el extremo (3') y esta caracteristica
permite unir por complementacién los ARNm a ia secuencia de oligo
(dT) a ia columna, al papel y a las esferas.

Al analizar cada uno de los tres métodos se pueden detectar
diferencias en cuanto a la pureza, rendimiento y tiempo invertido en
€l proceso. En nuestro caso se opté por las esferas magnéticas por ser
un método novedoso y practico, ademds de que la limpleza y calidad
del ARN poli A+ son bastante aceptabies, v la cantidad obtenida con

15



este método se ajusta al valor requerido para iniciar ia construccion de
una biblloteca de ADNc que es de 1 a 5 ug de ARNm.

8. VECTORES

En la actualidad se ha disefiado una gran variedad de vectores.
Desde que Cohen y colaboradores en 1973 disefiaron el primer vector,
el pSC101, todos los vectores que hasta ia fecha se han elaborado
retinen ciertas caracteristicas tales como poder cionar fragmentos de
ADN desde algunos pares de bases (pb) hasta varias kilo bases (kb). Se
les han Introducido ademds secuencias de origenes de replicacion,
promotores, sitios multiples de cionacién, resistencia a antibidticos,
etc.; 1o cual ies proporciona mas versatilidad en el manejo.

Los vectores se pueden clasificar principalmente en cuatro tipos
dependiendo del modo de replicacion en la bacteria hospedera:
vectores plasmidicos, césmidos, bacteriéfagos de doble cadena y de
cadena sencllia de ADN. Una quinta categorfa podria inclulrse y es
aquella que combina las propiedades de l0S pidsmidos y de los
bacteriéfagos de cadena sencilia de ADN (Brown, 1991),

En afos reclentes ha sido disefiada una nueva generacién de
vectores que retne clertas cualidades de sus antepasados Yy
caracterfsticas innovadoras que hacen muy atractivo su empieo.
Algunas de estas caracterfsticas son: expresion regida por un promotor
inducible, mecanismos de esclsién in vivo, clonacién direccional, etc.
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9. AZIPLOX.

El AZiPLOX €5 un vector de expresion que combina una eficiente
clonacién de ADNc y un fécll escrutinio de Ia biblioteca con la ventaja
de tener un vector plasmidico muiltifuncional. Ei »zirLox contiene el
plasmido pzL1 flanqueado por secuencias IoxP y entre la parte
lzqulerda y derecha contlene brazos de Agt10 y agt 11 (Figura 2.
Cuando el promotor iac es inducido con IPTG el gen clonado es
expresado como una proteina en la porcion amino terminal de -
galactosidasa codificado por lac2". Despues de fa clonacion y seleccion
de la clona de interés por pruebas inmunoidgicas o por hibridacion
con dcidos nucleicos, el ADN¢ puede ser recuperado por medio de la
replicacién auténoma de pzL1 usando el protocolo de escisién in vivo
y eliminando asi fa tediosa subcionacion. El aZirLox puede clonar
fragmentos de hasta 8.4 kb. El pzL1 contiene 19 sitios Unicos de
restriccion en el sitio multiple de clonacién flanqueados por
promotores SP6 y t7 RNA polimerasa y contlene el origen de
replicacién del bacteriéfago P1.

El pZL1 es de 4.3 kilo bases, que deriva del pSPORT1, una de las

caracteristicas importantes del pZl1 es que puede existir como -

pltasmido de cadena doble o de cadena sencilia, el pidsmido de cadena
sencilla ofrece ventajas para poder secuenciar, Cuando es escindido de
A2ipLox el pZL1 es idéntico a pSPORT1, excepto porque este Uitimo
contiene un sélo sitlo IoxP y 1a secuéencia incA para una aita produccién
de plasmido, contiene una secuencia loxP instalada en un sitio BspH 1y
el locus de incompatibiiidad del fago P1 IncA en el otro sitio BSpH .
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Figura 2. Mapa del 22iPLOX de 43.9 kb en el cual se encuentra el pzL1 flangueado por
las dos secuencias /oxP Yy mostrando con detalie 1) el Sitio Multiple de Clonacion (S. M.
C.), 2) Iniclo de Transcripcion, 3) Promotor Iniciador, 4) Promotor, 5) Secuencia del

iniclador Reverse, 6) Secuencia del iniciador Forward, 7) 21 Bases Removidos para Not
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restrccion, 1a resistencia al antiblGtico y las regiones reguladoras.
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Todas las otras caracteristicas del pSPORT 1 fueron culdadosamente
conservadas en pzL1 (Figura 3).

El A2ipLox es de aproximadamente 43.9 Kb y fue construido a
partir de un fragmento de 23.1 Kb de Agt10 digerido en el brazo
izquierdo con Hind Il, y de un fragmento Sal | de 12,7 Kb derivado del
brazo izquierdo de una mutante de Agt11. A este fago se le pueden
insertar tedricamente fragmentos de ADNC de hasta 8.4 Kb (D'Alessio
et al,, 1992).

La escision in vivo estd determinada porque el bacteriéfago Pl ha
desarrollado el sistema de recombinacion sitio-especifico compuesto
de dos elementos: un iocus que actua en cis (loxP) y una proteina (Cre)
la cual corta los dos sitios loxP que se encuentran fianqueando al pzL1
(Hoess and Abremski, 1985), Una vez liberado v circularizado el pzL1 el
locus incA del pZL1 bloquea fisicamente el origen de replicacion del
p2IP, que es un plasmido propio de ia cepa DH10B capaz de realizar la
excision in vivo, debido a que codifica a la proteina Cre (Figura 4).

10. ESTRATEGIA PARA LA CONSTRUCCION DE UNA
BIBLIOTECA DE ADNC EN 7.2ipLOX.

La sintesis de la primera cadena se lleva a cabo por medio de la
SuperScript il RT, la cual es una Transcriptasa reversa producto de
ingenierfa genética y que posee dos caracteristicas importantes, una
es que la actividad de RNasa que es parte Integral de todas las demds
RT esta notablemente disminuida y |a segunda es que la actividad de
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polimerasa ha sido significativamente mejorada en relacion a la
sSuperscript .

La RT utiliza como iniciador un adaptador Not | de 44 bases de
largo el cual contiene 15 residuos dT vy 4 sitios de restriccidn que son
relativamente raros en el genoma (Fig. 5). Este primer adaptador va a
unirse a la cola de poly A del ARNm y a partir de ahi laRT va a inlclar Ia
sintesis de |a primera cadena.

5-pGACTAGT TCTAGA TCGCGA GCGGCCGC CC (T)45-3'

Spe | Xbal Nru | Not |
Figura 5. Secuencia del adaptador Not |,

El siguiente paso es la sintesis de la segunda cadena utitizando
ADN polimerasa | de E. coli, la cadena sintetizada por esta enzimava a
reemplazar al ARNm que sirvié de molde para la sintesls de la primera
cadena. Para esto la reacclén de sintesis de la segunda cadena incluye
ademds otras dos enzimas, una RNasa H que va a degradar el ARNM
que sirvio de molde y una ligasa gue unlird los distintos fragmentos
sintetizados, lo cual va a permitir que los fragmentos de ADNc de
tamafio mayor a 2 kb puedan ser producidos.

Ya sintetizada la doble cadena de ADNc adaptadores Sal | son
ligados por medio de una T4 ADN ligasa, la cual va a unir el adaptador a
ambos lados de la molécula. Este adaptador Sal | es de 16 bases de
largo (Fig.6).
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5'-TCGACCCACGCGTCCG -3
) GGGTGCGCAGGCp-5'

sall Miu 1
Figura 6. Secuencia del adaptador Sal l.

Después de este baso sigue una digestion con Not | que va a
servir para dejar libre el extremo 3' de la cadena de ADNC y de esta
forma dejar extremos pegajosos a ambos lados de la molécuia. El
extremo 5' lieva un sitio Sal f, mientras que al 3' lieva el sitio Not | y
esto le va a conferir direccionaiidad al ADNC al momento de cionarlo
en el vector.

Las cadenas de ADNC deben de estar marcadas con (e-32P) dCTP, o
cual permite cuantificar la cantidad de ADNC sintetizada, calcuiar ia
eficlencia de sintesis y monitorear también Ia sintesis.

Ei siguiente paso es una cromatografia en columna, que permite
separar los fragmentos de ADNC por tamafo para de esta manera
clonar las fracciones de mayor iongitud. El uso de esta técnica permite
también cuantificar la cantidad de ADNCc que se va a clonar, dado que
el ADNc estd marcado radlactivamente. Otro objetivo de Iia
cromatografia es eliminar los adaptadores que podrian en un
momento dado competir con las molécuias de ADNC por los sitios de
unién al vector.

La clonacion del ADNC se lieva a cabo en el ADN de AZipLox, con
sitios Not I-5al | el cual es un vector de expresion Inducible con IPTG.
Este vector ofrece 2 ventajas importantes: una es que el escrutinio de
la biblioteca se puede realizar por pruebas inmunoldgicas o por
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hibridaciones con sondas especificas de dcidos nucleicos y la segunda
es que se puede realizar una subclonaclén automatica gracias a que
existe la posibilidad de realizar la ya mencionada escision in vivo, ia
cual se lieva a cabo en Ia cepa E. coli DH10B,

Finaimente las bacterias que tienen el pZL1 y por tanto ias que
poseen el ADNc de interés son seleccionadas por resistencla a
ampicllina y por la coloracion blanca cuando son crecidas en el medio
en presencia de IPTC y X-Gal. |
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IV ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

El desarrolio de este trabajo estd comprendido dentro de un
proyecto general mas amplio llamado "Fosfoenoipiruvato carboxiiasa
de frijoi: regulacién y expresion génica", el cuai tiene por objeto
determinar el nimero de genes que codifican a la PEPC en vaina de
frijol, analizar su secuencia y sus regiones reguiadoras, asi como
comparar el grado de homologia existente entre ésta y otras PEPC
descritas. En estudios previos realizados por Flores (1994) se observé
que ios transcritos de la PEPC desaparecian después de 10s 14 dias del
desarrolio de la vaina, mientras que Delgado (1992) detecté que Ia
actividad de la enzima se mantenia aun a ios 21 dfas. Esto sugiere que
hasta los 14 dias del desarrolio de la vaina la PEPC podria estar regulada
a nivel transcripcional mientras que después su regulacion es a nivel
postraduccional.
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V. OBJETIVOS.

¢ Construir una biblioteca de ADNc de vaina de frijol de 7
dias después de la floracion en el vector AZIPLOX.

¢ Caracterizar la biblioteca por analisis del peso molecular
de los insertos de ADNc clonados en el vector.
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VI MATERIALES Y METODOS.
1. MATERIAL BIOLOGICO.

El material blolégico empleado fueron valnas de frijoi (Phaseolus
vulgaris L variedad black valentine) de 7 dias despues de |a floracion, el
cultivo estuvo bajo el cuidado de la M. en C. Adrlana Delgado del
Coleglo de Postgraduados de Chapingo. Las plantas fueron cultivadas
en macetas con tierra de hoja bajo condiciones de invernadero. Las
vainas de frijo! fueron colectadas y congeladas con nitrégeno liquido
para ser almacenadas a -70°C.

2. EXTRACCION DE ARN TOTAL (Sheen and Bogard,1985; Schuler
and zielinski, 1989).

Para trabajar con ARN se recomienda tratar el agua con DEPC
(dietil-pirocarbonato), el cual es un inhibidor de RNasa (Sambrook, et al
.1989),

1. Tomar 5 gramos de valna de frijol, colocarios en un mortero frio
y macerar con nitrégeno iiquido hasta obtener un polvo fino.

2.  Inmediatamente después agregar 3 mi de amortiguador de
extraccion (Tris-HCl 100 mM, [PH 8.6), 2% de sarkosll, tiocianato de
guanidina 4 M, EDTA 25 mM, EGTA 25 mM, p-mercaptoetanol 100 mm)
por gramo de tejido. ’

3, Pasar el tejido a un tubo faicon de 50 miy agregar 1.5 ml de una
mezcla de fenol:cloroformo:aicoho! Isoamflico (25:24:1) por gramo de
tejido, el feno!l debe estar saturado con STE (NaCl 10 mM, Tris 10 mm,
EDTA 1 mM).

4.  Agitar vigorosamente en vortex por 10 minutos y centrifugar en
{(Beckman modelo §S-6R) a 1157 X g a 4°C durante 10 minutos.

5. Recuperar la  fase  acuosa Yy  reextraer  con
fenoi:cloroformo:alcohol isoamitico (25:24:1) 2 veces y una vez mas con
cloroformo:alcoho! Isoamfiico (24:4).
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6. De aqui recuperar nuevamente la fase acuosa, la cual se
transfiere a un tubo corex de 30 miy los dcidos nucieicos se precipitan
con 0.6 volliimenes de Isopropanol frio dejando a -20°C toda la noche 0
al menos 2 horas.

7. A continhuacion centrifugar (8eckman modelo J2-21M/E, en un
rotor JA-20) a 12100 x g a 4°C por 60 minutos.

8.  Decantar el sobrenadante y secar el botén.

9.  Lavar el botdn 2 veces con 3 ml de etanoi al 70%.

10. Secar el botén y resuspenderio perfectamente en 5 mi de
amortiguador TE (Tris HCl 10 mM [pH 7.5}, EDTA 1mM).

11. Agregar 200 ul de NaCl 5 M y 12.5 ml de etanol absoluto frio.
incubar a :

~20°C por 1o menos durante 2 horas.

12, Centrifugar a 12100 x g durante 30 minutos a 4°C.

13. Decantar el sobrenadante y secar el botén.

14. Resuspender perfectamente el botén en 1 mi de amortiguador
TE.

15. Pasar 10 ul de la muestra a tubo ependorf y ajustar a 1 mi con
H20 estérll y hacer lecturas ai espectro a 230, 260 y 280 nm.

16. Con las lecturas obtenldas calcular la concentraclon de 1os dcidos
nucleicos con la ecuacién nimero 1:

{A260)X(42.5 ng/miiXifactor de diluclon) = acldos nucleicos (ug/mi.

17.  Ajustar 1a concentracién de los dcldos nuclelcos a 750 pg/mi
diiuyendo con amortiguador TE.

18. Medir el volumen final de los acldos nucleicos y agregar 0.25
volumenes de urea 8 M y 0.25 voiimenes de Cioruro de Litio 7 M, este
aitimo valor en base al volumen obtenldo después de agregar la urea.
19. Mezclar y dejar en bafo de hielo ai menos durante 2 horas.

20. Centrifugar a 12100 x g durante 30 minutos a 4°C.

21, Decantar el sobrenadante y resuspender perfectamente el
botén en 2 m| de amortiguador TE. ”
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22. Pasar 25 ul de ia muestra a tubo ependorf y agregar 975 ul de
H20.

23. Hacer lecturas al espectro a 230, 260 y 280 nm. Calcular Ia
recuperacion de RNA utiiizando ia ecuacion nimero 2:

(A2601x(40 rg/mbx(factor de dilucton)xivolumen del materlal recuperado en mit)=ARN
obtenldo en pg.

NOTA: La reiacidbn A260/A280 debe ser mayor o iguai a 1.8 para
considerar gue los dcidos nucleicos se encuentran libres de protelnas .
La A230 debe ser menor que A260. Lecturas aitas de A280 indican
residuos de fenol en Ia preparacion, esto se puede solucionar con una
precipitacién con etanol.

24. Agregar 200 ul de acetato de potasio 3 M y 4 ml de etanol
absoluto frio, dejar a -20°C durante 30 minutos.

25. Centrifugar a 12100 x g por 30 minutos a 4°C.

26. Decantar el sobrenadante y resuspender el botén en 2 ml de
amortiguador TE.

27. Repetir ia precipitacién con etanoi y NaCl

28, Centrifugar a 12100 x g por 30 minutos a 4°C.

29. Decantar el sobrenadante, secar el botdn perfectamente y
posteriormente resuspenderio en H20.

Para comprobar la integridad del ARN extraido realizar una
electroforesis desnaturalizante.

3.-ELECTROFORESIS DE ARN EN AGAROSA (sambrook et al.,1989).

1. Con el ARN total extraldo se realizd una electroforesis
desnaturalizante y para esto se utllizaron 30 ug de la muestra, 10s
cuales fueron desnaturalizados en formamida desionizada al 50% (v/v),
formaidehido 2.2 M, amortiguador de fosfatos 1X (10X= 100 mMm
fosfato de sodio [pH 7], EDTA 10 mM pH 8).

2.  Calentar la muestra a 65°C durante 15 minutos y cargaria en un
gel de agarosa al 1.2 % (p/v), que contenga 2.6 M de formaldehido y
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amortiguador de fosfatos 1X (para un gel de 100 ml; 1.2 g de agarosa,
73.73 m| de agua, calentar en un horno de microondas, esperar a que
enfrie y agregar 10 mi de amortiguador de fosfatos 10X y 16.21 m| de
formaldehido),

3.  Aplicar las muestras con amortiguador de carga 1X (50% de
glicerol, 1 mM EDTA [pH 8], 0.25% azul de bromo fenol, 0.25% xilen
cianol) al gel.

4. correr en una electroforesis horizontal empleando como
amortiguador de corrida fosfatos 1X.

5.  Aplicar una corriente de 100 voits durante aproximadamente 3.5
horas hasta que el colorante del amortiguador de carga llegue a 3 cm
del borde. )

6. Tedir el gel con una solucién de bromuro de etidio 10 pg/ml,
destefiir con agua estérii hasta poder observar las bandas del ARN en
un transiluminador de luz uitravioleta de onda corta (UVP,INC).

4.-EXTRACCION DE ARNm Poly (A) +.

La purificacion dei ARNm se llevé a cabo segun el protocolo del
POIyATtract mrRNA Isolation Systems (Promega).
1. A un tubo ependorf estéril vertir 1 mg de ARN total y llevar a un
volumen final de 500 ul con agua .
2.  Desnaturalizar la muestra a 65°C por 10 minutos.
3. Agregar 3 ul de Oligo(dT)-biotinilado y 13 ul de SSC (NaCi 3 M,
Citrato de Sodio 0.3 M) 20X,
4.  Mezclar suavemente € incubar a temperatura ambiente hasta
gue descienda la temperatura.
5.  Resuspender las esferas magnéticas con estreptavidina (SA-PMP)
golpeando suavemente hasta que estén completamente dispersas y
posteriormente capturarias con el stand magnético (MS) verificando
que todas las particulas se adhieran a una de las paredes del tubo.
6. Cuidadosamente tomar el sobrenadante.
7.  Lavar las SA-PMP 3 veces con 300 ul de SSC 0.5X capturando cada
vez ias SA-PMP con el MS y removiendo cuidadosamente el
sobrenadante.
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8. Al final del Ultimo lavado resuspender las SA-PMP en 100 ul de SSC
0.5X,

9. Al tubo gue contiene las SA-PMP resuspendidas agregar el ARN
total desnaturaiizado e incubar a temperatura ambiente por 15-20
minutos.

10. Capturar las SA-PMP con el MS y cuidadosamente tomar el
sobrenadante sin disgregar el boton.

NOTA: Se recomienda recuperar el sobrenadante y mantenerio hasta
estar completamente seguro de la unién y elucion satisfactoria del
ARNM,

11. lavar las particuias 4 veces con 300 ui de SSC 04X v
resuspenderias goipeando suavemente el tubo hasta que se
encuentren compietamente dispersas.

12. Después del iavado final remover con mucho cuidado la fase
acuosa sin dispersar las particuias.

13. Para eluir el ARNm resuspender suavemente ias SA-PMP en 100 ul
de agua estérll _

14, Capturar magnéticamente las SA-PMP y transferir et ARNm eluido
en ia fase acuosa a un tubo estéril.

15.  Repetir la eluclén del ARNm, pero ahora con 150 ul de agua.

16. Cuantificar espectrofotométricamente la cantidad de ARNmM
purificado, utllizando una celda tratada con una soiucién de HCl:CH30H
{(1:1) y lavada abundantemente con H20 tratada con DEPC.

17.  Una vez cuantificado el ARNm obtenldo se verificé la integridad
del mismo mediante una electroforesis desnaturalizante en un minlgei
de agarosa al 1.2%, usando 2 ug de ARNm, para esto se siguid el
protocolo niimero 3 de materiaies y métodos.

18. Para facilitar el manejo del ARNm Poll(A)* en el inicio de Ia
sintesis de Ia primera cadena de ADNC, el ARNm se puede liofllizar.

5.-SINTESIS DE PRIMERA CADENA DE ADNCc.

Para la elaboracion de la biblloteca se utillz6 el SuperScript
Lambda System (Gibco BRL) No.Cat.18256-016.
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1.  Para Iniciar ia reaccién de la sintesis de la primera cadena se
agregaron 2 ui dei iniciador adaptador Not | al tubo que contenia los 3
ug dei ARNm, al cual previamente se ie habia agregado 7 ul de agua
tratada con DEPC.
2.  Después se desnaturalizo la mezcia caientando 10 minutos a 70°C,
colocandola inmediatamente en hieio y se dio un puiso de
centrifugacion,
3. A continuacion se agregaron los siguientes componentes de la
primera reaccién:

4 ui de amortiguador 5X de ia primera cadena (250 mM Tris-HCi |
pH 8.3], 375 mM KCl, 15 mM MgCla).

2uideDTTO0AM .

1 ui de mezcia de dNTP 10 mM (JATP, dCTP, dTTP, dGTP 10 mM de
cada uno).

1 ul [a-32P) ACTP (1 uCi/ui).
4, Una vez que se han adicionado en orden los compuestos
anteriormente descritos, mezclar suavemente y dar un puiso de
centrifugacion.
5. Coiocar el tubo a 37°C por 5 minutos para equilibrar la
temperatura.
6. Posteriormente se agregan 3 ul de Transcriptasa Reversa
SupersScript i (RT) (200 U/ul). (La cantidad de la RT agregada varfa en
funclén directa de la cantidad de ARNm empieado; por cada ug de
ARNm agregar 1 ul de enzima). El volumen final de ia reaccion debe ser
de 20 ul, los cuales se ajustan agregando agua al ARNmM que se
encuentra iiofilizado.
7.  Mezciar suavemente e incubar a 37°C por 1 hora. .
8. Al término de la reaccion colocar el tubo en hieio y cuantificar la
cantidad de radiactividad incorporada. Para esto hay que retirar 2 pl
de la reaccion de la primera cadena y agregarie 43 ni de EDTA (pH 7.5)
20 mM v 5 ui de ARNt de levadura.
9, Con ios restantes 18 ul iniclar inmediatamente la sintesis de Ia
segunda cadena. '
10. Mientras la reacclon de la segunda cadena se estd incubando,
apligue por dupiicado en un filtro de fibra de vidrlo (Whatman GF/C),
10 pi de la alicuota retirada de la primera cadena.
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11, Secar uno de los flitros a temperatura ambiente, este flitro va a
servir para cuantificar la actividad especifica del dCTP en ia reaccion
meadlante la ecuaclon niimero 3:

com/10ul

Actividad Especifica (comX(pmoldCTP) =
200 pmol dCTP/10 pl

12. Lavar el otro filtro 3 veces durante 5 minutos cada vez en un
matraz con 50 mi de TCA frio al 10% (p/v) que contenga 1% de piro
fosfato de sodio (p/v). Lavar ei fiitro una vez con 50 mi de etanol al
95% a temperatura amblente por 2 minutos.

13, secar el filtro a temperatura ambiente. Este flitro va a ser
empleado para determinar los niveles de ADNC con la ecuaclén
numero 4:

(EpMIX(50 ul10 uhx(20 ul/2 phxtd pmoldNTP/pmol dCTP)

Cantidad de ADNC (u9) =
(com/pmol dCTP)X(3030 pmol dNTP/ug ADNC)

14. Colocar los flitros en un viai con liquido de centelieo y cuantificar
10s niveies de radlactividad en un contador de centelleo.

15. Preclpltar los restantes 30 uf agregando 15 ul acetato de amonio
7.5M vy 90 ul de etanol absoluto (-20°C).

16. Mezclar vigorosamente y centrifugar a temperatura ambiente
por 20 minutos a 14000 x g.

17. Tomar culdadosamente el sobrenadante y iavar el botén con 500
ul de etanol al 70% (-20°C),

18. Centrifugar por 5 minutos a 14000 x g y tomar el sobrenadante,
19. Secar ei ADNC por 10 minutos a 37°C para evaporar 10s residuos
de etanol y proceder al andilsis de 10s productos de ADNC.
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6.-SINTESIS DE SEGUNDA CADENA DE ADNc.

1.  Con los 18 ul restantes de la reacclon de la primera cadena iniciar
la sintesis de la segunda cadena, agregando las sigulentes sustancias:

93 ul de agua tratada con DEPC ‘

30 ul de amortiguador de la segunda cadena [100 mM Tris-HCl (pH
6.9), 450 mM de KCI, 23 mM MgCl2,0.75 mM p -NAD, 50 mM (NH4)2504].

3 ul de mezcla de dNTP 10 mM ( dAPT, dCTP, dGTP, dTTP 10 mM de
cada uno de ellos.).

1 ul de E. coli ADN tigasa (10 U/ul).

4 ul de E. coll ADN polimerasa | (10 U/ul).

1 ul de E. coli ARNasa H (2 U/u)).

1 ul de [a-32P] dCTP (10 uCi/ub),
2. Una vez agregados 10s compuestos anteriores en ese orden se
mezclaron suavemente, después se dio un puliso de centrifugacion y se
incubd el total de ia reaccion 2 horas a 16°C.
3. Al término de las 2 horas se agrego 2 ul de T4 ADN polimerasa (5
U/ul y se continud incubando a 16°C por 5-10 minutos.

4, Una vez terminada la reaccion se colocd el tubo en hielo y se le
agregaron 10 ul de EDTA 0.5 M. De este tubo se retiraron 10 ul de la
reaccién y se agregaroh en un tubo que contenfa 35 pl de EDTA 20 mM
(PH 7.5 y 5 ul de ARNt de levadura. Esta mezcla va a servir para
cuantificar la actividad especifica y ios niveles de la segunda cadena de
ADNc, empleando las ecuaciones 5 y 6 respectivamente:

com/M0 pl

Actividad especifica
S00 pmol dCTP/10 pi

(CPMIX(SO pi/10 ubX (150 pi/10 ux@ pmol dNTP/PpmMol
dCTP)

Cantldad de ADNC (ug) =
(com/pmol dCTPIX(3030 pmol dNTP/ug ADNC
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5. Al resto de la reaccion de la segunda cadena se le agregd 150 ul
de fenolcloroformo:aicohol isoamilico (25:24:1) vy se mezclé
vigorosamente para posteriormente centrifugar a temperatura
amblente por 5 minutos a 14000 x g.

6. Cuidadosamente se tomaron 150 ul de la fase superior y se
transfirieron a otro tubo para posteriormente agregarie 70 pl de
acetato de amonio y 500 ul de etanol absoluto. Mezclar vigorosamente
y centrifugar por 20 minutos a 14000 x g.

7.  Culdadosamente tomar el sobrenadante y lavar el botén con 500
ul de etanol al 70%.

8.  Centrifugar durante 5 minutos a 14000 x g y tomar el
sobrenadante. .

9.  Secar el ADNc a 37°C durante 10 minutos para evaporar 10s
residuos de etanoi. El botén de ADNc puede ser detectado marcando
en el tubo el sitio en donde es esperado después de la centrifugacion
y monitoreandoio con un contador Gaiger.

7.-ADICION DEL ADAPTADOR Sal I

1. Al ADNc seco del paso anterior se le agregan los siguientes
reactivos:

25 ul de agua tratada con DEPC

10 pi de! amortiguador de T4 ADN ligasa 5X [250 mM Tris-HCl
(pH7.6), 50 mM de MgCiz, 5 mM de ATP, 5 mM de DTT, 25 % PEG 800 (p/v)
I8

10 u! del adaptador Sal | (1 pg/ul).

5 ul de T4 ADN ligasa (1 U/ul).
2. Mezclar suavemente e incubar la reaccién a 16°C por 16 horas a
menos. :
3. Al termino de este tiempo agregar 50 gl de
fenol:cloroformo:aicohol isoamilico (25:24:1), mezclar vigorosamente y
centrifugar a temperatura ambiente por 5 minutos a 14000 x g.
4. Tomar cuidadosamente 45 ul de la fase superior y transferirlo a
otro tubo.
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5. Agregar 25 ul de acetato de amonio 7.5 M y 150 ul de etanol
absoluto.

6. Mezclar vigorosamente y centrifugar a temperatura ambiente
por 20 minutos a 14000 x g.

7. Tomar cuidadosamente el sobrenadante vy lavar el boton con 500
ul de etanol ai 70%.

8. Centrifugar 5 minutos a 14000 x g y tomar el sobrenadante.

9. Secar el ADNc a 37°C por 10 minutos para ellminar los residuos de
etanol.

8.-DIGESTION CON Not |.

¢ ~. ADNC seco del paso anterior se le agregan los siguientes
reactivos.

41 ul de agua tratada con DEPC.

5 ul de amortiguador reactivo 7 [50 mM Tris-HC! (pH 8), 10 mM
MgCiz, 50 mM Nacl, 50 mM Kcl].

4 ui Not 1 {15 U/ub,
2. Mezciar suavemente e incubar ia reaccién a 37°C por 2 horas.
3. Al término de las 2 horas agregar 50 gl de
fenol:cioroformo:aicohol Isoamilico (25:24:1), mezclar vigorosamente,
centrifugar a temperatura ambiente durante 5 minutos a 14000 x g.
4, Cuidadosamente tomar 45 pl de la fase superior y pasarios a un
tubo nuevo.
5.  Después agregar 25 ul de acetato de amonio y 150 ul de etanol
absoluto.
6.  Mezciar vigorosamente, centrifugar durante 20 minutos a 14000
Xg.
7.  Tomar cuidadosamente el sobrenadante, lavar el botén con 500
ul de etanol al 70%.
8.  Centrifugar por 5 minutos a 14000 X g y tomar el sobrenadante.
9. Secar el ADNC a 37°C por 10 minutos.
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9.-CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

1.  Disolver el ADNC en 100 pi de amortiguador TEN [10 mM Tris-HCI
(pH 7.5, 0.1 mM EDTA, 25 mM NaCl autoclaveado], permitiendo que el
botdn se hidrate en hieio.

2.  Permitir que una columna de Sephacryl S 500 HR de 50 mm de
largo por 10 mm de didametro se drene por compieto y eliminar el
etanol que contiene. Después agregar 800 ul de amortiguador TEN y
permitir que drene por completo, esto tarda alrededor de 15 minutos,
repetir la operacidn de drenado 3 veces mas.

3. Agregar (os 100 ul dei ADNC a la coiumna'y colectar el efluente en
el tubo nimero 1 (aproximadamente 100 ul).

4.  Agregar otros 100 ul de amortiguador TEN y colectar el efiuente
en el tubo numero 2, permitiendo que la columna drene
completamente, en otras palabras hasta que deje de gotear.

5. Una vez que la columna fue drenada compietamente, agregar
otros 100 ul de amortiguador TEN e Ir colectando el efiuente de la
columna gota a gota en tubos independientes.

6. Continuar agregando 100 ul de amortiguador TEN vy segulr
colectando el efluente de la columna de gota a gota en tubos
individuales hasta completar una serie de 20 tubos.

7. Con la ayuda de una plpeta automatica caicular el volumen de
cada fraccién y determinar el volumen de elucién acumulado.

8. Identificar la fraccion en ia cual el valor del voiumen acumulado
no exceda de 550 ul y cuantificar en un contador de centelleo las
cuentas Cerenkov de cada una de las fracciones.

9. Determinar el fondo, que servird de referencla para definir a
partir de que fraccion se va a tomar en consideracion para analizar ia
cantidad de ADNC obtenida.

10. Para cada fraccion en la que las cuentas Cerenkov excedan dei
valor de fondo caicular la cantidad de ADNC empleando la ecuacién
nimero7:

(Cerenkov cpmiX2x(4 pmol dNTP/pmoldCTPIX(1000 ng/ug ADNC)
Cantidad de ADNcing) =
{Actlvidad Especificalicom/pmolx(1515 pmol dNTP/ug ADNC)
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11. Analizar cuidadosamente los datos de la tabla y decir cuales de
las fracclones son las que va a poner en la reaccién de ligacion. En ella
se requieren de 20-50 ng de ADNC por lo que tal vez sea necesario
reunir 2 0 mas fracciones para completar los 20 na.

12. Agregar posteriormente 5 ul de ARNt, 0.5 voilimenes de acetato
de amonio y 2 voiimenes de etanol absoluto.

13. Mezclar vigorosamente y centrifugar a temperatura ambiente
por 20 minutos a 14000 x g.

14. Tomar el sobrenadante cuidadosamente y lavar el botén con 500
ul de etanoi al 70%.

15. Centrifugar 5 minutos a 14000 x g, tomar el sobrenadante y secar
el ADNc a 37°C por 10 minutos.

10.-LIGACION DE ADNc AL VECTOR.

Para lievar ai cabo las reacciones de ligacion y empaque se utilizé
el vector AZIPLOX, Not I-Sal | Arms (Gibco BRL No. Cat. 15394-018) Figura
1.

1. Preparar en un tubo a 4°C amortiguador 5X ADN ligasa, esto se
reaiiza mezciando 10 pl del amortiguador 10X ADN ligasa con 10 ul de
DTT 100 mM.

2. Una vez preparado el amortiguador, agregar a temperatura
ambiente los siguientes compaonentes al tubo que contenga el botdn
del ADNC seco:

1 ul de amortiguador 5X ADN ligasa.

2 i (0.5 pg) 22IPLOX, digerido en los sitios Not I-Sal |.

20-50 ng de ADNCc seco.

1 ul de agua destilada estéril,

1 ul de T4 ADN iigasa (1 U/ul),

3.  Mezclar suavemente con la pipeta y dejar |a reaccion incubando
por 3 horas a temperatura ambiente.
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11. Analizar culdadosamente los datos de la tabla y decir cuales de
ias fracciones son las que va a poner en la reaccion de ligacion. En ella
se requieren de 20-50 ng de ADNC por io que tal vez sea necesario
reunir 2 o mas fracciones para completar los 20 ng.

12, Agregar posteriormente 5 ul de ARNt, 0.5 volimenes de acetato
de amonio y 2 vollimenes de etanol absoiuto.

13. Mezclar vigorosamente y centrifugar a temperatura ambiente
por 20 minutos a 14000 x g.

14. Tomar el sobrenadante cuidadosamente vy lavar el botén con 500
ul de etanol al 70%. :
15. Centrifugar 5 minutos a 14000 x g, tomar el sobrenadante y secar
el ADNC a 37°C por 10 minutos.

10.-LIGACION DE ADNc AL VECTOR.

Para llevar al cabo ias reacclones de ligacion y empaque se utillzé
el vector AZIPLOX, Not I-Sal | Arms (GIbco BRL No. Cat. 15394-018) Figura
1.

1. Preparar en un tubo a 4°C amortiguador 5X ADN ligasa, esto se
realiza mezclando 10 ul del amortiguador 10X ADN ligasa con 10 ul de
DTT 100 mM.

2. Una vez preparado el amortiguador, agregar a temperatura
ambiente los siguientes componentes al tubo que contenga el boton
dei ADNC seco:

1 ul de amortiguador 5X ADN ligasa.

2 ul (0.5 ng) AZIPLOX, digerido en los sitlos Not I-5al |,

20-50 ng de ADNC seco.

1 ul de agua destilada estéril.

1 ul de T4 ADN ligasa (1 U/ul).

3.  Mezclar suavemente con la pipeta y dejar ia reaccién incubando
por 3 horas a temperatura ambiente.
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11.-REACCION DE EMPAQUE.

Después de que el ADNC ha sido clonado en el ADN de A este
debe ser empacado /n vitro para producir los fagos funcionales. Para
esto se utilizé el sistema 2. Packing System de Gibco BRL (No. Cat 18294-
017).

1. Tomar del congelador de -70°C ios tubos con ios extractos y
colocarlos inmediatamente en hielo, uno de los tubos contiene las
cabezas mientras que el otro contiene las colas de os fagos. Para que
el fago quede funcional es necesario que el ADN esté circuiarizado y
concatenado.

2.  Unavez que ambos tubos se han descongelado dar un pulso de
centrifugacion, _

3. Transferir 110 ul del ADNC ligado al tubo azul e inmediatamente
transferir i0s 15 ul del tubo amaritio al tubo azui.

4,  Mezciar suavemente con ja punta de la pipeta.

5.  Dar un pulso de centrifugacion.

6. Incubar 3 horas a 20°C.

7. Al término de la incubacién agregar 500 ul de PDB [ 50 mM Tris-
HCI (pH 7.9), 100 mM NaCl, 10 mM MgCi2, 0.01% (p/v) gelatinaj,

8. Agregar 20 ul de cloroformo, permitir que el cloroformo se
impregne por 10 a 20 minutos. Aimacenar a 4°C.

12.-TITULACION DE LA BIBLIOTECA.

Para conocer la eficlencia a la cual se empacé el ADNc en el
vector, es necesario reaiizar la titulacion de la biblioteca.
1. Activar Ia cepa Y1090 con 200 ul de medio S.0.C( 20 g de
peptona, 5 g de extracto de levadura, 0.5 g de NaCl, 250 mM de KCi
pH7, 10 mM de MaCi2 y 20 mM de glucosa por iitro de medio) incubar
por 10 minutos a 37°C.
2. Sembrar estd cepa en un medio rico (LB: 10 g de peptona, 5
gramos de extracto de levadura, 10 g de NaCl por litro de medio) en
cajas de petri e incubar toda la noche a 37°C.
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3,  Inocular una colonia, que se encuentre perfectamente aislada
del resto, en 10 ml de medlo rico, que contenga 0.2% de maltosa (p/v).
4, Incubar a 37°C toda la noche con agitacién de 200 r.p.m.

5,  De la biblioteca aimacenada a 4°C preparar 3 diluciones 1, 0.1 y
0.01 en tubos de ensaye empleando para este fin el PDB.

6. Una vez realizadas las diluciones de la biblioteca, agregar 200 ul
del cultivo de la bacteria Y1090, mezciar suavemente e incubar a 37°C
durante 30 minutos (sin agitacién),

7. Al término del tiempo de Incubacion agregar 3-6 m! de agar
suave (Top Agar) 7 gramos de agar por litro de medio NZY, este agar
suave debe estar a 50°C, agitar rapidamente y vertir el contenido
inmediatamente a cajas con medio NZY (15 g por litro).

8.  Esperar a que solidifigue el agar suave para invertir las cajas e
incubar a 37°C de 8 a 12 horas hasta observar las placas de lisis.

9.  Contar las placas de lisis en cada uno de los platos y valorar el
titulo de I3 biblioteca calculando las ufp (unidades formadoras de
placas).

NOTA. El medio N2Y (Clbco BRL) es igual que el T-TYN., Ja Unica
diferencia es que el NZY ya contiene MgCi2 . El N2Y se prepara con 21 g
del medio por litro, agregando 10 ml de Tris HCi pH (7.2) y ajustar el pH
a 7.2 con NaOH. Es importante que las cajas antes de ser empieadas se
encuentren perfectamente secas, ya que si no es asi se corre el riesgo
de que una de ias gotas calga a la superficie dei medio y provoque que
las placas de lisis se barran. Es recomendable colocar un papel filtro en
la parte Interna de la caja para que absorba la humedad excesiva.

13.-ESCISION in vivo DEL PLASMIDO p2L1 DE 7ZIPLOX.

Con estd técnica lo gue se pretende realizar es escindir o liberar
el plasmido pzZL1 que tiene cionado el ADNc, del ADN del fago AZIPLOX.
Una vez reaiizado lo anterior el plasmido se circulariza y se seleccionan
las clonas gue contengan el ADNC por la resistencia a ampicilina que le
confiere el pzZL1 (Figura 3).
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1. Activar la cepa DH10B con 200 ul de medlo S.0.C. e incubar por 10
minutos a 37°C.

2. Sembrar esta cepa en una caja de petrl con medio rico que
contenga 10 pg/mi de kanamicina e incubar a 37°C toda la noche.

3,  Tomar una sola colonla e inocular 10 mi de medio rico que
contenga 10 pg/mi de kanamicina.,

4, incubar el cultivo a 37°C con agitacién a 200 r.p.m.

5. Con la ayuda de puntas para pipetas estérlies recortadas tomar
las placas de lisis obtenidas al inocular la cepa Y1090 y colocarias en un
tubo de micro centrifuga que contenga 250 ul de PDB, mezclar
vigorosamente por 10 segundos e incubar a temperatura ambiente
por 60 minutos. :

6. Tomar 25 ul del paso anterior y mezciar con 100 ul de la cepa
DH10B e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

7.  Sembrar el total del contenido del tubo en una caja de petri con
medio rico que contenga 10 mM MgCi2 y 100 pg/mi de ampiciilna y si se
desea calcular el porcentaje de eficiencia de empaqgue del ADNc, se
agrega al medio 0.01% de X-Gal y 2 mM de IPTG, cuantificando el
nimero de coionias azuies gue en teoria no contienen ningdn
fragmento de ADNC.

8. invierta ia caja petri e incube a 37°C toda la noche.

14.-MINIPREPARACION (Birnboim and Doley, 1979; Brown,1991).

Con este método se reproduce a escala una sola clona bacterfana
que contenga el ADN piasmidico de interés, que para este caso es el
que contiene el fragmento de ADNC clonado. Una vez hecho lo
anterior el siguiente paso es el aislamiento vy 1a purificacién del
plasmido.

1. Tomar una coionia que se encuentre perfectamente alslada e
Inocular 10 mi de medio LB con 100 ug/m! de ampicilina.

2.  Incubara37°Ctoda la noche con agitacion 200 r.p.m.

3. Vertir 2 ml de este medio a un tubo de micro centrifuga vy
centrifugar 5 minutos a 12500 g. Guardar ei resto del cultivo a 4°C.
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4, Retirar el medio por aspiracién dejando ia pastilla tan seca como
sea posible.

5.  Resuspender ia pastilia mezclando vigorosamente con 100 ul de
soiucion | frfa (50 mM glucosa, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl (pH 8), 2
ma/mt de lisozima).

6.  Dejar 10 minutos en hielo.

7. Agregar 200 ul de Solucion il reclén preparada (0.2 N NaOH, 1%
SDS).

8.  Mezclar el contenido por inversidn rapidamente de 3 a 5 veces,
No agitar.

9. Incubar en hielo 10 minutos.

10. Agregar 150 u} de acetato de potasio 1 M pH 4.8,

11.  Mezclar suavemente invirtiendo el tubo durante 10 segundos.

12. Incubar en hielo durante 10 minutos,

13. Centrifugar 15 minutos a 12500 x g a 4°C,

14. Transferir el sobrenadante a un tubo limplo.

15.  Agregar un voiumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), mezclar vigorosamente.

16. Centrifugar 5 minutos a 12500 x g.

17. Transferir el sobrenadante y precipitar con 1 mi de etanol
absoiuto.

18. Dejar 10 minutos a -20°C,

19, Centrifugar a 12500 x g por 10 minutos.

20. Lavar el boton con 500 ul de etanol al 70%.

21. Decantary secar el boton tanto como sea posible,

22, Resuspender el botén en 20 ul de agua estéril,

15.-ANALISIS DE ADN PLASMIDICO DIGERIDO CON ENZIMAS
DE RESTRICCION.

1. A partir del ADN plasmidico obtenido en la minipreparacién,
utllizar un volumen adecuado de ADN (5-10 ug de ADN) y agregarie 2 pi

del amortiguador con el cual trabaje ia enzima con la que se realizara
el corte.
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2,  Agregar la cantidad de agua estéril que sea necesaria, tomando
en cuenta que el volumen finai de la reaccion debe de ser de 20 ul.

3. Agregar a la reaccion 1 ul de ia endonucieasa de restriccion ( 510
unidades).

4.  Dar un puiso de centrifugacion y mezclar perfectamente,

5.  Poner aincubar la reaccion a la temperatura en la cual ia enzima
trabaje a su maxima actividad, durante 2-5 horas.

6. Preparar un gel de agarosa al 1% con amortiguador TBE ( 45 mM
Tris-boratos, 1 mM EDTA)

7. Calentar en un horno de microondas hasta derretir
perfectamente |a agarosa, permitir que la temperatura descienda
hasta aproximadamente 50°C,

8.  Agregar al gel bromuro de etidio en squcién (10 mg/mi), 0.5 ug
por mi de gel.

9.  Mezclar perfectamente el bromuro con la agarosa y vertir sobre
el molide.

10. Esperar a que la agarosa polimerice durante 60 minutos, retirar
ctuidadosamente el peine dei gel.

11.  Desnaturalizar ias muestras digeridas a una temperatura de 90°C
durante 10 minutos, inmediatamente después colocar las muestras en
hieio y agregar 2 pl de amortiguador de carga (sacarosa 37%, EDTA 50
mM, azul de bromo fenol 0.1%, SDS 0.01%) y mezclar perfectamente, sl
es necesario dar un pulso de centrifugacion.

12, Colocar las muestras en los pozos del gel y correrlas a 60-80 voits
durante aproximadamente 3 horas.

NOTA: No olvidar colocar un marcador de peso moiecular, como por
elemplo ADN del fago . digerido con Eco R1, Hind lil 0 ambas enzimas
de restriccion.

13. Observar los patrones de restriccton en un transiluminador de
luz ultravioleta de onda corta.
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16.-ANALISIS DE SINTESIS DE PRIMERA Y SEGUNDA CADENA
DE ADNc.

1. A las alicuotas de ADNC de los puntos 5.19 vy 6.10 agregar 10 ul de
agua estéril para disolver el botéon de ADNc.

2. Preparar un gel de agarosa al 1.4% y correr una electroforesis
como en los puntos 15.6 al 15.12,

3, Aplicar una corriente de 50 volts durante aproximadamente 4
horas.

4, Desecar el gel durante 2 horas a 60°C,

5.  Colocar el gel completamente seco en papel "envolpack" vy
guardarlo en un chasis para autorradlografia con pantallas
intensificadoras (Dupont Cronex lightning plus-T ML 400015) y peliculas
para rayos X (Cronex Dupont) en contacto con el gel.

6. Dejar exponiendo a -70°C por el tiempo necesario.

7. Revelar |a pelicula con soluclon de revelado (Kodak GBX) durante
3-5 minutos.

8. Lavar la pelicula con abundante agua corriente.

9. Colocar la pelicula en solucion fijadora (Kodak GBX) por 3-5
minutos.

10. Lavar la peiicuia con abundante agua corrlente, hasta quitar las
sales.

Nota. Cuando se trabaja con peliculas para rayos X hacerio en
completa obscurldad.
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VIl RESULTADOS.
1.-EXTRACCION DE ARN TOTAL Y ARNm Poly (A) +.

La purificacion del ARN total se inicid a partir 5 gramos de tejido
de vaina de frijol de siete dias después de ia floracion, que habia sido
previamente colectado, congelado con nitrogeno liguido vy
almacenado a -70°C. Esta extraccion se reailzo en presencia de los
agentes caotropicos Isotiocianato de guanidina y p mercaptoetenoi
para inhiblr las ribonucleasas existentes en ei tejido y posteriormente
se realizo una precipitacion diferencial con Cloruroe de Litio y Urea.

Ai final de la extraccion se obtuvieron 4,5 mg de ARN total, con
una relacion A260/280 nm de 1.94. Esto indica una obtencién de 900 pg
de ARN total por gramo de tejido y que la muestra de ARN se encuentra
practicamente libre de proteinas.

Una vez comprobada ia iimpieza del ARN total se procedio a la
obtencion dei ARN poliadenliado, para io cual se empled 1 mg de ARN
total y al finat det protocolo se obtuvieron 5 pg de ARNm. Para verificar
la Integridad del ARN totai y mensajero aislado se corrid una
electroforesis desnaturalizante en agarosa (Figura 7) donde se cargaron
30 ug de ARN total de vaina de frijol y se pueden observar intactas las 4
bandas de ARN ribosomal (70's de 6 kb, 50's de 4 kb, 30's de 1.8 y 10's de
0.8 Kkb). Por otra parte se cargaron 2 pg de ARNm de valna de frijol,
donde se puede observar un barrido comprendido entre 1 a 3 kb que
es el rango donde se encuentran la mayor cantidad de los ARNmM, la
presencia de un poco de ARN ribosomal puede servir como un
indicador que el ARNmM se encuentra integro y que no existio
degradaclon durante el proceso. Aigo gue hay que mencionar es |a
presencia de ARN total y mensajero de hoja de frijoi en ei gel debido a
gue en el laboratorio se estaban realizando estudios de traduccion in
vitro de ARNm de hoja de frijol y se decidid correr ias muestras juntas,
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Figura 7. Electroforesis
desnaturalizante de ARN total (30 ug) v
de ARNm de hoja de frijol (HF) y vaina de
frijol de 7 dias (V7) utilizando 3 y 2 g de

ARNM respectivamente.
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2.-SINTESIS DE ADNC.

Para iniciar la sintesls dei ADNC se utilizé6 como control un ARNmM
gue el fabricante inciuye en el sistema, La cantidad de ARNm controi
utilizada fue de 1.5 pg. Este control fue muy importante ya gue nhos
permitid conocer la eficiencia a la cuai trabaja el sistema y de esta
manera comparar 10s datos obtenidos entre el control y nuestra
muestra. La cantidad de ARNmM de vaina de frijol empieada para iniciar
la sintesis de ADNC fue de 3 pg.

Al término de la sintesis del ADNc la actividad especfifica del
control fue de 66.51 cpm/pmol y de 230.08 cpm/pmol mientras que
para vaina fue de 69.12 y de 180.54 cpm/pmol para primera y segunda
cadena respectivamente, Agui hay gue hacer notar gue la reaccién del
ARNM control se reaiizé con 1/2 volumen de ia reaccion total. Con esto
en conslderacion, la actividad especifica se calculd con las ecuaclones 3
y 5 descritas en Materiales y Métodos.

En 10 gue respecta a la cantidad de ADNc obtenida en la primera
cadena utillzando las ecuaclones 4 y 6 descritas anteriormente, en el
control se obtuvieron 0.3662 10 cual representa el 24.42% de eficlencia
con respecto a la cantidad de ARNm utilizado para iniclar 1a sintesis del
ADNC, mientras que para vaina de frijoi se obtuvieron 0.2425 ug que
representa el 8.08% de eficiencia con respecto a 10s 3 pg de ARNM
inicial. Para la sintesis de la segunda cadena, en el control se obtuvieron
0.6368 ug que representa el 86% de eficiencla con respecto a Ia
cantidad de ADNC obtenida en la primer cadena; para vaina de frljol se
obtuvleron 0.7765 ug de ADNC de doble cadena o que representa un
160% eficlencla. :

3.-ANALISIS DE SINTESIS DE PRIMERA Y SECUNDA CADENA DE
ADNc

Las alicuotas que se retiraron para cuantificar la actividad
especifica y la cantidad de ADNC obtenida en la sintesis de 1a primera y
segunda cadena, sirvieron también para realizar una electroforesis en
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agarosa. Una vez corrida la electroforesis el gel fue desecado por 2
horas a 60°C y expuesto en autorradiografia, para de esta manera
analizar ios tamafios de ADNc sintetizados en la primera y segunda
cadenas (Figura 8). En dicha autorradiografia se pueden observar
tamafios de ADNc sintetizados desde aproximadamente 500 pb y hasta
8 kb, lo cual indica que la enzima RT tuvo una buena procesividad,

i
[
g
b
Figura 8. Autorradiografia de sintesis
de primera y segunda cadenas de ADNc
de vaina de frjol de 7 dias y del ARNM

control.
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4.-CROMATOGRAFIA EN COLUMNA Y LIGACION DEL ADNC.

Después de tener el ADNc listo para ser cionado en el vector, es
necesario y muy importante pasario por una cromatografia en columna
de Sephacryl S-500, la cual permite separar por tamafios ei ADNC
obtenido y eliminar adaptadores para de esta manera introducir a la
reaccién de ilgacion los tamafos mds grandes de ADNC. Una vez
colectadas las aiicuotas, medido el volumen de cada una de elias vy
caicuiado el volumen acumulado, no mayor de 550 ul, éstas fueron
colocados en un contador de centelieo con el proposito de medir las
cuentas Cerenkov de cada fraccién. Con los datos obtenidos se
realizaron la tabla 1, asf como la gréfica 1,
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4.-CROMATOGRAFIA EN COLUMNA Y LIGACION DEL ADNCc.

Después de tener el ADNC listo para ser clonado en el vector, es
necesario y muy importante pasario por una cromatografia en columna
de Sephacryl S-500, ia cual permite separar por tamafios el ADNC
obtenido y eliminar adaptadores para de esta manera introducir a |a
reaccién de ligacion los tamafios mas grandes de ADNC. Una vez
colectadas las alicuotas, medido ei volumen de cada una de eilas v
caiculado el volumen acumuiado, no mayor de 550 pl, éstas fueron
colocados en un contador de centelleo con el propdésito de medir ias
cuentas Cerenkov de cada fraccion. Con 10s datos obtenidos se
realizaron ia tabla 1, asi como ia grafica 1. '
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Tabla 1. Resuitados de la cromatografia en columna det ADNc de
vaina de frijol.

No A B C D E
Vol Fracci6 VolTotal Cuentas Cantidad Conc. de
n (uh {uh Cerenkov de ADNc (n ADNC (ng/p
{cpm) g) ]
1 94 94 24
2 98 192 31
3 27 219 34
4 31 250 23
5 37 287 24
6 34 321 37
7 37 358 28
8 35 393 45 0.43 0.012
9 33 426 70 147 0.035
10 17 443 59 0.84 0.049
1 34 477 132 2.98 0.087
12 32 509 308 8.13 0.254
13 36 545 294 7.92 0.22
14 37 582
15 34
16 30
17 33
18 35
19 36
20 33

Los datos de la columna C sirvieron para caicular 1a cantidad de
ADNc obtenida por fraccion mediante la ecuacién nimero 7, aqui hay
gue hacer notar que a las fracciones Utiies (8-13) se le restaron para
realizar el calcuio 30 cpm que es el fondo de cada muestra:

(Cerenkov cpmix2xt4pmol dNTP/DmoldCTP)X('lOOOng/pgADNC)
Cantidad de ADNC(ng) = -
Actividad Especificaicpm/pmoldCTPIX(15150moldNTP/ugADNC)
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Crafica numero 1. Incremento en a cantidad de ng de ADNc sintetizado, asi como las

cuentas Cerenkov por el numero de fraccion. Las fracciones ltiles empleadas para la

Nidmero de Fraccion

reaccion de lipacién van de ja8 afa 13.
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Los datos resuitantes de este calculo se muestran en la columna D
de la tabia 1.

Una vez realizado el calculo anterior se sumaron las cantidades de
ADNC de las fracciones seleccionadas (8-13) y se obtuvleron 21.47 yg, los

cuales fueron empieados para la reaccion de ligacion.

5.-LIGACION Y EMPAQUE DEL ADNc.

Para iniciar |a reaccion de ligacién se empiearon ios 21.47 ng de
ADNc obtenidos de las fracciones 8 a 13 los cuales fueron ligados al
vector A2IPLOX en los sitios Not I-Sal | gracias a |a direccionalidad que
ofrece el sistema. Una vez realizado lo anterior se procedid a empacar
el ADN del fago. El porcentaje de eficiencia de empague se realizo
cuantificando el nimero de colonias azuies crecidas en el medio en
presencia del inductor IPTG. De aproximadamente 250 colonlas
solamente se observaron dos colonias azules , lo cual indica un 99% de
eficlencia de empaque y esto a su vez nos habla de una eficiente
reaccidn de ligacion de 1os ADNc al vector,

6.-TITULACION DE LA BIBLIOTECA.

Para titular la biblloteca se infectaron bacterias £. coli cepa Y1090
con el ADN del fago que contiene el ADNc de vaina de frijol cionado y
fueran plaqueadas en medio N2Y (Gibco BRL), cuitivadas a 37°C durante
12-16 horas hasta observar las placas de lisis, Ias cuales se cuantificaron
siguiendo el método de Josefsen et al (1993). Los resultados mostraron
un promedio de 74,629.5 placas de lisis por caja en Ia dllucidn 102, con
este dato se realizé el caicuio correspondiente resultando que Ia
bibiioteca tiene un titulo de 2.28X108 ufp/ug ADNC.
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7.-ESCISION DEL ADNC.

Para anaiizar 1os tamafios de ADNc clonados se procedio a realizar
ia excisién del ADNC del pZL1 del ADN de AZipLox. Para esto se tomaron
primero 10 y después 20 placas de lisis seleccionadas al azar y con eilas
se infectd la cepa DH10B. De eiias se obtuvo ADN plasmidico el cual fue
digerido en un ensayo de restriccion con ECO Rl y Hind lll, para
posteriormente analizar i0s productos de restriccion por medio de
electroforesis en agarosa (Figuras 9 y 10). Con las electroforesis se
puede observar que existen clonas con insertos del mismo tamafo. En
esta electroforesis se observan no solamente dos bandas las cuaies
corresponderian al vector y ai Inserto, se observan varias bandas en el
mismo carrli, esto debido a que el ensayo de restriccion se estd
realizando con dos enzimas que reconocen secuencias bastante
frecuentes en el ADN y ademds porgue el pidsmido puede presentar
formas multiméricas. Agui hay que mencionar que estrictamente el
corte tendria que haber sido con Not |-Sal |, pero se hizo con ECOR! -
Hind Il debido a gue estas enzimas son mas econémicas y también
tienen secuencias en el sitio muitiple de clonacién.

Después se seleccionaron otras 10 piacas de lisis y se realizé el
mismo tratamiento, la Unica diferencia fue gue el ensayo se reaiizé con
Eco Rl con la finalidad de linearizar el pldsmido, para observar bandas
mavyores a 4.3 Kb, que es el tamaio del pldsmido. Al anallzar ia
electroforesis  correspondiente 10 qgue se oObserva son
preponderantemente bandas mayores o iguales a 4.3 kb que es el peso
molecular del vector, en algunos carriies se pueden observar bandas
menores a 4.3 kb |0 cual indica que el ADNC cionado tiene alguna
secuencia Eco Rl (Figura 11).

Finalmente se seleccionaron 5 cionas las cuales se dlgirieron con
Eco RI y al realizar la electroforesis se corrieron también esas 5 clonas
pero sin digerir (Figura 12).

Los resultados de estas electroforesis sirvieron para analizar 10s
tamanos de ADNC clonados y la frecuencia con que aparecian, con estos
datos se construy6 la tabla y grafica niimero 2:
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Figura 0. @Eiectroforesis de ADN
plasmidico de 10 clonas de células
DH10B, digerido con EcoR1 y Hind i

para extraer el ADNc clonado.
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Figura 10. HEiectroforesis de ADN
plasmidico de 20 cionas de células
DH108, digerido con EcoR1 y Hind Wi

para extraer el ADNc clonado.
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Figura 11. Electroforesis de ADN
plasmidico de 10 clonas de céiulas
DH10B, digerido con EcoR1 para

linearizar el pldsmido.
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Figura 12. Anidlisis del patrén
electroforetico del ADNc cionado en el
pZL1 de 5 clonas de células DH10B
elegidas ai azar, sin digerir (S) y digerido

(D) con EcoR1.
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TABLA 2. ANALISIS DE INSERTOS DE ADNc OBTENIDOS DE ALGUNAS
CLONAS ELEGIDAS AL AZAR.

Tamanio (ko) Frecuencia de clonas %
7.4 1 2.7
6.5 1 2.7
5.4 3 8.1
4.8 1 2.7
40 2 5.4
3.7 1 2.7
34 2 5.4
2.7 3 8.1
2.6 3 8.1
25 5 13.51
24 7 18.91
21 3 8.1
20 1 2.7
1.7 1 2.7
1.5 1 2.7
0.7 2 5.4

Total 37 100

De la tabla y grafica anterior se pueden obtener algunos datos
que hos indican algunas caracteristicas importantes del ADNc cionado,
como por ejemplo el tamafio promedio del ADNC, el cuai presenta un
valor de 2.9 kb; ademds se obtienen insertos de 7.4 vy 0.7 kb que
corresponden al tamafio mayor y menor respectivamente de 10s
insertos encontrados en las clonas analizadas, otro resuitado
importante es el referente a la frecuencia de los tamafios de insertos
que se encuentran en las clonas, 10s tamafios de 10s insertos con una
mavyor frecuencia son 2.4 y 2.5 kb , 10s cuales son valores que se acercan
al vaior del tamafio promedio de ADNC cionado el cual como ya se
menciono es de 2.9 kb,
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Frecuencia de Clonas
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crafica niimero 2. Andlisis del tamano de 105 insertos de ADNc clonados, extraido de
algunas clonas seleccionadas al azar, digeridas con endonucieasas de restricclén y

corridas en electroforesis.
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VI DISCUSION.

1. PASOS IMPORTANTES EN LA CONSTRUCCION DE UNA
BIBLIOTECA DE ADNc DE VAINA DE FRIJOL.

Ei primer paso en la construccién de una buena bibiioteca de
ADNc comienza con ia obtencién de un ARNm de aita calidad. La
caildad de ARNm estd relacionada con su pureza e integridad. La
pureza puede verificarse realizando lecturas en ei-espectrofotémetro
a 260 y 280 nm, ya que al realizar la relacién 260/280 ei vaior obtenido
debe de ser entre 1.8 a 2, si se obtienen lecturas menores de 1.8 es
que existen problemas de contaminacion por proteinas (Farreli, 1993;
Schuler and Zielinski, 1989). Estos vaiores sugieren una extraccion
limpia de protefnas, en nuestro caso se obtuvo un vaior de 1,94, ei cuai
indica un ARN puro y practicamente iibre de protefnas. La integridad
se comprueba realizando una electroforesis desnaturaiizante como se
muestra en Ia figura 7. En dicha electroforesis se puede observar por
una parte un ARN totai intacto ya gue se distinguen claramente las
cuatro bandas de ARNr, lo cuai indica que no existi6 degradacion
durante el proceso.

Por io que respecta al andlisis de la extraccion de ARNm poly
(A)+ ésta se realiz6 utilizando los mismos criterios de pureza y caiidad.
Se conoce el dato de que ei peso moiecuiar de 10s ARNm va de 1 a 10
kb, pero la mayor cantidad de tos ARNm se encuentran comprendidos
entre 1 y 4 kb, por ésta razén cuando se realiza la electroforesis de
ARNm y se trata de comprobar la integridad se debe de observar
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claramente un barrido predominante comprendido entre 1 vy 4 kb
(Brown, 1991), Sl se obtiene un barrido por abajo de este intervaio es
debido a que muy probablemente existié degradacion durante ei
proceso. Otro aspecto que hay que tomar en consideracién para
determinar la integridad del ARNm es |a presencia de un poco de ARN
ribosomal io cual también puede servir como un indicador de que no
existié degradacion del ARNm. Como se puede observar en ia figura 7
nuestro ARNm presenta ambos criterios de integridad; esto es,
presencia de un poco de ARNr y un barrido comprendido entre 1y 4
kb,

Una vez que se comprobd la pureza e integridad del ARNm
obtenido se procedid a la sintels del ADNC. El hecho de haber marcado
radiactivamente ambas cadenas de ADNC nos permitié caicular la
eficiencia de sintesis vy la cantidad de ADNc obtenida en ambas
cadenas. Los resuitados obtenidos de eficiencia de sintesis de primera
cadena de ADNc fueron de 24.42% y de 8.08% utlilzando el ARNM
control v el ARNm de vaina de frijol respectivamente. Ambos
resultados no lograron aicanzar la maxima eficiencia de sintesis
anunciada, que es del 30%. Esto podria atribulrse basicamente a dos
cosas, 1a primera es una sobrestimacion del ARNm introducido en Ia
sintesis de primera cadena, producto de una inadecuada lectura en el
espectro por contaminacién con ARNr, va que realizando mediciones
de una misma muestra en distintos espectros se obtienen lecturas
relativamente diferentes y sobre todo cuando son cantidades tan
pequefas, 10 que conduciria a una baja estimacion de ADNC; Ia
segunda podria deberse a gue la enzima RT no haya trabajado a su
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mdxima actividad, ya que aun con el ARNm control la eficiencia de
sintesis no alcanz6 la maxima anunciada. Por lo que respecta a la
eflciencia de sintesis de la segunda cadena de ADNc, no hubo ningun
problema ya que tanto para el control como para nuestra muestra de
ARNm resulté como se esperaba, de alrededor del 100% con respecto
a la cantidad de ADNc obtenido en la primera cadena.

Con las alicuotas retiradas en la sintesis de la primera y segunda
cadenas, marcadas radiactivamente, se reallzé una electroforesis y de
ésta se obtuvo una autorradiograffa. En ésta se observaron los
tamafios de las moléculas de ADNc sintetizados en ambas cadenas,
dichos tamafios van aproximadamente de 0.5 a 8 kb (Figura 8). Esto
indica que la Transcriptasa Reversa presenté una buena procesividad
durante la'sintesis de la primera cadena de ADNc y que los tamafios de
ADNC son bastante buenos ya que Se esperaban insertos de 1 y entre
8.4 kb, que es la capacldad tedrica de clonacién del sistema (D'Alessio,
1992), Estos datos podrian descartar la segunda explicacion de la baja
estimacioén del ADNc de primera cadena, en €l sentido de que la RT no
haya tenido una buena procesividad.

El paso del ADNc a través de la columna de Sephacryl es basico,
ya que la columna estd perfectamente calibrada para separar por
tamafios las moléculas de ADNc obtenidas en cada alicuota y con esto
separar las fracciones en donde se espera obtener las moléculas de
ADNC mds grandes. Este paso de la cromatograffa es muy importante
porque a través de ellas se puede saber si los tamafios de ADNC
sintetizados son adecuados y ademas si se tiene la cantidad de ADNc
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necesaria para la reaccion de ligacion. Ei punto de corte de elucion de
la coiumna son 550 ul, volumen en el cual se corre peligro de
introducir adaptadores y ADNc de tamafio pequefo. Si ambas cosas no
son adecuadas no tiene ningln sentido seguir con la cionacion. Al
realizar la sumatoria de ia columna D de la tabla 1 obtenemos 21.47 ng
de ADNCc (tabla 1 coilumna D) los cuales se ajustan perfectamente a la
cantidad requerida de ADNc para la reaccién de ligacion que va de 20 a
50 ng de ADNc (Gruber et al, 1991).

2. ANALISIS DE LA BIBLIOTECA CONSTRUIDA.

Después de Ia reaccion de ligacién se reaiizé el empaque in vitro
del ADNC clonado en los fagos y estos fueron empleados para realizar
Ia tituiacion de la biblioteca. Ei tituio observado fue de 2.28 X 108 ufp/u
g de ADNc, lo cual es bastante alto ya que los valores mencionados
para las buenas bibliotecas estan entre 1.5 X106 y 2X10° ufp/ug de ADNC
(Gruber et al, 1991, Glick and Thompson, 1993). Probablemente la
cantidad de ADNc empleada en la reaccién de ligaclén fue un factor
Importante para obtener un titulo tan bueno en nuestra bibiloteca, ya
que segun Gruber et al (1991) la cantldad de ADNc es un factor
limitante en la obtencién de una alta eficlencia de empaque, pues sl
las cantidades de ADNc estan por abajo o por arriba del intervalo
sefialado (20-50 ng de ADNC) la eflclencia de empaque disminuye
considerablemente.
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Al proceder al andlisis de los tamafios de ADNc clonados se
observdé que existen insertos de ADNc del mismo peso molecular, 10
cual indica una frecuencia en la traduccion de los mensajes y esto a su
vez podria ser relacionado con la abundancla de un ARNm en el tejido.
Estos resultados de que algunas cionas presentan un mismo tamano
de inserto es también reportado por D'Alessio (1992); por esta razén se
decidid anallzar un nimero mas abundante de clonas para proceder al
andlisis de los insertos clonados.

Se analizaron 37 clonas selecclonadas al azar y en cada una de las
electroforesis realizadas se analizaron los tamafos de los insertos de
ADNC clonados, con estos se construyd ia tabla y grafica nimero 2, en
las cuales podemos analizar mds culdadosamente la variacion de
tamafios de ADNC clonados asi como la frecuencia con la cuai se
repiten algunos Insertos los cuales varfan entre 0.7 y 7.4 kb. Si
observamos la tabla 2 podemos percatarnos que las clonas mas
abundantes tienen insertos de 2.4 y 2.5 Kb, los cuaies son valores muy
cercanos al tamafio promedio de ADNc clonado que es de 2.9 Kb, esto
también estaria hablando de la abundancia de los ARNm que se
encuentran en vaina en este estadio, los cuales corresponderfan a los
genes que estan slendo activamente expresados, por otra parte en un
trabajo reallzado por Gruber (1991) utilizando el mismo sistema
empleado por nosotros menclona tamafos promedio de ADNC
clonados de 2.05 kb, e Insertos entre 0.8 y 5.11 kb lo cual corresponde
a los insertos mayor y menor encontrados en sus cionas, datos que
concuerdan con los parametros encontrados en este trabajo.
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Tomando en cuenta estos resultados , se podria conslderar que
existen altas probabilidades de encontrar en esta biblioteca Ia
secuencla del gen de la PEPC de vaina de frijol; ya que segun la
informaclon de otras PEPC descritas en algunas especies de plantas el
tamafio del mensaje de esta enzima es de 3.4 kb (Hudspeth, 1992,
Kawamura, 1990}, y los tamanos de los insertos con mayor frecuencia,
asf como el tamafo promedio de los insertos clonadosse encuentran
cerca del tamaio del mensaje de la PEPC. Por lo tanto las posibilidades
de encontar el mensaje completo de la PEPC son grandes y en el
supuesto caso de que no se encontrara el mensaje completo por lo
menos se espera encontar un fragmento de la PEPC de un tamafio
aproplado (1-2 Kb) con el cual se podrfan continuar haciendo una gran
cantidad de experimentos para poder cumplir con los objetivos del
proyecto general.
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IX CONCLUSION.

Se construyd una bibiioteca de ADNc de vaina de frijol en el
vector . 2ipLox, através dei cual se puede realizar una escision in vivo
para obtener ADN piasmidico de donde se pueden extraer 10s insertos
clonados.

Se pueden resaltar cuatro caracteristicas importantes de esta
biblioteca:

a) Los tamarios de ADNC sintetizados son de aproximadamente 0.7 a 7.4
kb,

b) El tituto que tiene es de 2.28X108 ufp/ug de ADNC.

¢) El tamafio promedio de ADNc clonado es de 2.9 kb.

d) Los insertos clonados con mayor frecuencia tienen un tamafo de
24y 25kb.

En base a io anterior se puede considerar que esta bibiioteca de
ADNCc de valna de frijo! posee las caracteristicas adecuadas para reaiizar
escrutinlos representativos con altas probabliidades de encontrar
insertos de ADNC con marcos de iectura abiertos, aun tratdndose de
secuencias cuya abundancia en el tejldo sea muy escasa.

Todo esto nos lieva a concluir que esta biblioteca de ADNC de
vaina de frijol tiene las caracterfsticas necesarias para ser considerada
como una buena biblioteca.
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