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INTRODUCCION 

En este trlbljo, 1e obtuvo la secuencia de un sen aislado de la pllnta de 

lftllrrocci6n CmNrostlgrr1a plantagl-. Ella planta poMe la capacidad de 1obrevi\4r en 
un estado de deabidratac:ión cui total, duruite larsos periodos de tiempo, y después de 

múdratane, recuperar completamente 111 actividad fisiológica, en un laptO de tiempo muy 
corto. Este 1en denominado CpMS presenta homolosla a nivel de secuencia de ADN con el 
oncogen v-lll)lb (Klempnauer et al., 1982). Se sabe que los senes relacionados con este 
-.:oaen. Citan involucrados en la re¡¡ulación de diferentes procesos en lu plantu. Entre 
e1101 proc:eao1 se encuenlrln la diferenciac:ión de célulu especificas (Oppenhcimer, et al., 
1991) la respuesta a determinada condiciones unhientales adversas como la sequla (Urao et 
al., 1993) y la re¡¡u1ación de vlu biolintéticu (Paz-Arez et al, 1987). 

A pesar de que aún no 1e cOll<Kle la función del sen CpMS dentro de la 

planta, se encontró, por el análisis de 111 secuencia, que presenta las caracterfsticu tlpicu de 

un factor de truiscripción. Ademú, al comparar 111 secuencia con la de otros llenel 
similares, se encontró que se est• muy relacionado con otro gen rq¡ulatorio, el A1Myb2 que 
1e expresa duruite el estrés hldrico en la pluita Arabidopsis tlraliana, de esta manera, este 
trabt,jo dará la pauta para que se pueda esclarecer la función de este sen dentro de 
Craterrutigrtla p/antagiM11111. 



FUNDAMENTACION DEL TEMA 

Definida de la manera mú &imple, la lranacripción es el puo de la 
inl'onnadón pnilica contenida en el ADN hacia el oiro 4cido nucleico d ARNm, el cual, 
delpuéa de la 1nwcripción, ICtUari como "menujero" para llevar dicha información hacia 
donde M ~ y ICri lrlducida a una proleina que 1endrí una función especifica, por 
ejemplo una enzima, o una prolelna con11ituliva de un 1ejido en especill. 

La lranacripciÓll representa uno de los upeciOs mil importanles de la 
biotl>lia a nivel molecular, ya que reprncma un punto ele con1rol atractivo de la replación 
de la e"l'relión ele los pnes en 1ipoa paniculares de células o en respuesta a una sellal 
pllticular (Lalchmall, 1990). 

Se ha demostrado mediante una aran cantidad de experimenlos bioquímicos 
y pllfticos que 101 orpnismos controlan la mayoria de sus senes, cui lodo el tiempo 
repllndo la transcripción (Beard.tey, 1992). De esta manera, la comprensión de el procet0 
de lranscripción y de su re¡pllación es indiipenuble para entender como funciona la 
expresión genilica y porque un lipo de célula expresa un palrón de 1enes específico, en el 
momento precieo, y olro lipo celular npre11 olro patrón de 1enes diainto. El diMlllllir este 
fell6meno es de fundamenial imponancia para entender mis a fondo el mecani5lll0 de 
procesos lan importantes como la respuella de los organismos a condiciones ambien1ales 
desfavorables. 

Dentro de este complejo esquema de regulación, nisten 11enes que codifican 
proteinas clave denominadas factores de trsnscripción. Estos senes son los que a fin de 
cuentas controlsn la transcripción, ya sea interaccionando directamente con el ADN en la 
región promotora del gen al cual regulan o inleractuando conjunlamente con otros factores 
de trsnscripción para activar el 11en bajo su control (Damell, 1990). Estos factores de 
lranscripción pueden etlar a su vez re11ulados por otros factores, por una seftal química 
especifica, o responder directamente a una condición extrema en particular. De esta manera, 
se debe hablar de una jetarqula de regulación y no de una sola clase o nivel de regulación 
dentro de la transcripción. 

A pesar de que los factores de transcripción más estudiados han sido los que 
se han encontrado en animales e insectos, también existen protelnas con características 
similares en plantas (Brunelle & Chua. 1993). 



Dentro de este tipo de genes, existe un grupo' nwy importante de genes 
reguladores denominados proto-oncogenes, estos generalmente son genes normales que se 
encargan de controlar algún aspecto de la división celular, sin embargo, cuando sufren 
llguna mutación, o una desregulación de su expresión, pueden producir ciMer el cual se 
manifiesta por un crecimiento anonnal de la célula. Es1a desregulación puede ser 
ocasionada por un virus al integrase al genoma de la célula. 

Existe una funilia de oncogenea denominada myb (Avían myelobl111osis 
virus) (Klempnauer et al., 1982). Estos genes se expresan en tejido hematopoyético 
inmaduro y 1paren1emente participan en 11 diferenciación de ese tejido. Los genes 
relacionados con 101 genes myb parece que realiun una serie de funciones en diversos 
organismos a través de la activación transcripcional de diferentes genes (Sablowski et al., 
1994). 

\il 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Lo1 p1111 relaciOllldo1 con el onc:ogen Myb codil!Qll 1 factoret de 
lrllllCripdón que le lllCuelltl'lll inv~ en la replación de prOUIOI muy difenntes. 

En plantu, 1e ha lllCOlllrldo que nte tipo de senes participan en procet01 

tan imc:endentes llOlllO la rqulación de la biOllnltliJ de antocianinu en mliz (Paz-Ara et 
al., 1917); la tlntetia de pÍpllftlot ftavonoidea en flores de AnliwltilftUlt (Slblowlki 11 al., 
1994); la difilreftcilc:i de célulu apecitlc:u (Oppalheimer et 11., 1991; Noda 1111., 1994); 

ul como la retplletll 1 detenninadal condic:ianea ambientllea ad- corno el escm 
hldrico (Urao et 11 .. 1993). 0.1111 -.debidoa que un 10lopn puedec:ontrolar a toda 
una aerie de 1itftC1 que 1e encarpn de una llanción panicular,.ea muy impoltlllte entender el _.llllO 111 "°"'° las '°ndicionn bajo las cualea un tiictor de ._ripci(ln repla dicho 

procao. Una vez que 1e lo¡pa nto, •onces ea polible penur en Ulll aplicación o en el 

aprovechamiento de dicha flmción. 
Para entender como ~iona un factor de 1ran1eripción, !Obre que pnn 

actÍll, en que condiciones ae cxpre11, llOfllO ea rqulado, etc, es necesario, primeramente, 
caracterit.ar 111110 a la protelna en ti como 11 sen que la codifica. faisten diverus ntratesiu 
para caracterizar un pn, lin embv¡o, cuando ya eali aislado, una de lu etlrllfliu lllU 
directas collliste en obtCMr su -uencia nucleotidica. Mediante esta información ea posible 
ettablea=r definitivamente la limililud de dicho sen con otros genes ya conocidos, 
permitiendo en una primera insllllcia, proporcionar una idea de la posible función del factor 
de trUllCripción codificado por el 11en. 

En el caso especifico del gen CpMS, no se conoce su función dentro de la 
planta Craterosiigma p/antagineum ya que se aisló directamente por homologla a nivel de 
ADN con una 10nda que posee una región homólosa a Myb. Además, no se tiene ningún 
antecedente bioquímico o genético de este gen. De esta forma, lo que se pretende en este 
trabajo es obtener la secuencia del gen CpMS para poder comprobar, a nivel de secuencia de 
AON, que se trata de un factor de transcripción con homolosia a Myb. además de sugerir 
una posible función al comparar su secuencia con la de otros senes similares. 

vill 



GENERALIDADES 

Alltlc1lll••• 

..... pocllr ....... prDCelD .. trwaipción• ....----- y 
la 11nci611 de lot ._ de ..-ipci6n, • ~ primero ._ uaa iclll clR • la ................. ........,.. 

Ea ..-a.1111 ...... CO!lllituido pordol i..-princifWll. VMde ... 
• 11 ....- codillcult, la alll • ll9kiri .....,_.a una protelnl; la ocra Niión. la 
..... pnlllllllOQ ......... orilmlada hacia .. ...u.mo ,. del ... y CCllllilnl .. 
W.-**wia ... opninicilr_pn,...lat~•dicho1M . 

...... ~ 
Ea • ... pr--., C111i iiMrilllllmlnte, .C olltiene 1111 AAN menujtro 

...,_.a .... • 11 N1ióft ~. lill ....,..,, en orpllismoa toJc•riotes, el 

· ~o ilicill ..... • lllAir---di~ en ti lllK:leo, a fin de olltener el 
AllN111 ...... E•o • ... a que la r1f1ión codiflctftte de un 11en eucsiote contiene 
__.. que .., • ~ ..., --m dlnonliMdP intro!WI ae encuentran 
illll' 1 1 ' ...,· IM wlCiu que lli •U--. lllnlldu _,y la unión de e.tos, 
.... dll pr--...0 dll iw-- del AllNm, et la -uencia que • Utduce 1 una 
proteiM. Lol inlr- te,,,..... ~e en..,_ de plJntu y animales y en 
lot vinla que los infectan. De-. ..-al Klft lllU larBO• que lot exonet pudiendo medir 
.... 100 llllla 10000 pam de 1-1. lol-., 111 c:ontruie, pueden medir de SO·lOO ......... 

Al dilllinane loa *-di 1111.- IUCMiole, • deben rtllil.ar "cortes" muy 
f"CÍIOI. ya que • error en uaa tola bale puede ~ ua wnbio • el marco de 
!adura y por --a& llM prOllÚll no limcional. La llpKilkidad di ntos aitiot de 
Clllltt, - dado por tu --* que • eMlllllrlll an la unión exÓftsilllrón Ali, Se sabe 
que el per de nucllótidoa IUlftilll y uracilo (timina en el ADN), • enaien!IWI casi siempre, 

.. el ext.-i 5' del u.rón.-.iido de Ulll ~-: 
AIGAGIJ 



En donde: A= Adenina 
G= Guanina 
U= Uracilo 

mientras que en el extremo 3' se encuentra el dinucleótido adenina, llllanina, precedido al 
menos en mamlfero1, por una región rica en pirimidinas (Damell et al., 1990). 

Región protllOIOl'a 

Dentro de la región promotora, existen secuencias conservadas Ju cuales 
especifican Jos sitios que la ARN polimerasa y otras proteinas, reconocen pila llev11 a cabo 
la activación de Ja tr1111eripción del gen. Una de las secuencias más importantes es Ja 
denominada caja TATA o caja de Hogness, que consiste en la secuencia con1enso: 

Tn A., T93 A., A.,tr., A.. A,c/f,, 
En donde T = timina y A= adenina y Jos números denotan la frecuencia de las 

bases en cada posición. 
Esta región generalmente se encuentra a 25-35 bases del sitio de iniciación 

de la sintesis del ARNm, en el extremo 5' del gen. Se ha demostrado que la substitución de 
una sola base en esta secuencia produce un drástico efecto negativo en la transcripción del 
gen. En una de estas substituciones, se invirtió simplemente el orden de un par de bases A­
T, demostrándose que la simple composición de bases no resulta suficiente para lograr la 
función de Ja secuencia. Además, mutaciones en la región que se encuentra entre Ja caja 
TATA y el sitio de inicio no afectan significativamente el nivel de Ja transcripción. Se ha 
propuesto que I~ función de esta caja, consiste en permitir que la ARN polimerasa 
reconozca el sitio CKacto de iniciación de Ja transcripción. 

Se han encontrado diversos ejemplos de genes que no tienen una caja TATA, 
pero que en cambio, poseen una región rica en guaninas y citosinas que generalmente se 
encuentra en las primeras 200 bases hacia el extremo 5' del sitio de inicio de la síntesis del 
ARNm con una longitud entre 20-50 bases, y que puede presentar una función similar a la 
de dicha caja. 

El análisis de una gran cantidad de genes de animales y plantas, ha rc\·elado 
que existen además dos secuencias conservadas en la región proximal, las cuales se 
presentan con una frecuencia aproximada del 10-15 %. Estas secuencias, o cajas 
denominadas CAT y CG, poseen, respccti\·amente. las secuencias con•enso. 

CCAAT y CCCCG 

Estas cajas, se localizan generalmente a 60-120 base• del sitio de inicio de Ja 
transcripción y producen también un dccrcmemo en el nivel de transcripción cuando sufren 
una mutación en alguna de sus bases, lo cual indica que estas secuencias, al igual que la caja 



TATA, poseen un importante papel reauJatorio. Sin embar110. a diferenci1 de i. caja TATA, 
1e hl obserVldo que ellll Clju son capKC& de limciorm en cullqui.ir orientleión. De ella 

llllnel'I, 1e 111 propuesto que i. limción de estu leCUCllCiu conlille en controlar i. unión 
inicill de 11 ARN polimcrua 11 inicilr 11 trllllcripción. 

Ahora bien, i. ARN polimerau ademú de esla secuenciu, Ml:elÍll de i. 
praenci1 de otru protlinu, denomillldu lictores pneralet de tranllCripción, par1 poder 
fOClllll' un complc;o de preinicilCión de la lnnleripción. La form1ei0n de elle c:omplfio et 

un proono -*. 111 donde pri-., uno de dichos tactores, el TF.O, el cual 1e 

puede unir por sl mismo 1 11 Cljl TATA, fDmll un complejo con el ADN. Esta unión 

provoca un plepmiento del ADN el cull puede •- como función el "~o" de 
protclnu repl11oriu unidu 1 lol elementos proximllel del promotor (Traven • 11., 
1993). PolltlriomlllU otro fector el TF.O 1e une 1 la polimer111 y tolo dcspuéa de ello, i. 
enzilnl 1e une 11 ADN. URI vez que 1e rCllir.a 11 interacción entre el ADN y la polimerall, 

d factor TFnB ICtÚI como una A TPua, liberando -IP• 1 partir de 11 hidrólisis de URI 
moléaila de A TP. Aún no se sabe si i. CMl'llÍI libcradl se utilizl para modificar 11 
conflll'llllCión del ADN o del complejo de protelnu, pero si 1e llbe que ea un puo 
~ p1r1 que i. ARN polimerua comience la tr1nscripción en pmcncia de 
ribonucleó1idol y de otro &ctor mú, el TfaE. URI vez que se llevó 1 cabo el inicio de i. 
ltlnscripción, 1e necesita un úllimo factor, el TF0S denominado factor de elonpción, el 

cull lillle como liulción evitll' que i. polimensa termine pre1111tumnen1e i. cadena de 
ARN, anles de alcanur el silio de termlnlción (Lewin, 1994). 

A1111ttlfUdon& lk la tramcripción 

En all!llnos casos, el nivel de lrUl!ICripción de un gen dado, se ve aumentada 
en enorme medidl por la presencia de secuencias denominadas aumen1adores (enhancers). 
Eslu aecuencias no necesariamen1e deben de conservar una posición fija para llevu a cabo 
IU ftinción, ya que pueden localizarse 111110 en el elltremo S' del gen, como en el extremo 3' 
y a diferenle dis1ancia del gen. Los aumentadores pueden potenciar la transcripción elllndo 
tan cerca como 1 100 pares de bases y tan lejos como a 5000 pares de bues con respecto 11 
pn. AdelMi estu aecuenciu pueden ftinciooar en cualquier orientación y no 
necetariamente .ctúan IOb!e un solo gen, ya que pueden estimular a cualquier llCR que se 
encuentre -cano a ellos. 

El principal método que se ha utilizado par• identificar 111110 w secuenciu 
resuladoru, como 101 aumentadores, consi.ie en mutagenizar o deletar pro8Jesivarnente 
regiones de ADN en 11 región promotora, pera posteriormenle, en un sistema de 
1r1nscripción, ya - in vitro o in vivo, medir el efecto que dichos cambios provocan sobre 



la tnn11Cripci6n dll seii que 1e ella ensayando. Elle procedimiento pcnnitc idenlificar 1u 
--m o ..._DI, que ejerc:en 1111 efecto sobre la lrlllleripción. el cual puede !ICI' 

111110 positivo como ftllllivo. EllOI elementOI, multan • lot litios de unión de protelnu 
~ ............... 81ct- de ~ón, loa CUiia pueden !ICI' activadorw o 
..-.<~ l9ll)de•eproc:110(flaura 1). 

11 "'1 1, 11 1 11 1 "'"=¡:::::'" 1 

,~ g1~rB~--~~~¿~==M\'!¡===r ~J=~:~ ~1'===i,-
·••e- ·r r J ·r ------... ----... ~, .. ______ ... ______ _.._ __________ _. .... 

, .... l.°'llnlldn del,__. un gen._ por .. AltN pol!merw 11 crom.io de 

T-.1WI) 

Exillen clot prOCledillliemot principales pil'I iclentilbr 1 lot IÍll:tonl de 

trllllCripción. Uno de cllot • 11 .-yo denolniMdo cambio• la movilidad del ADN, •el 
cual un t.:in-o de ADN nwaido, que oontillle un polible eim-o ....... orio. 1e 

mlhe '1Dll estrlCtos de proteltw tclularn. POll~e. mediante una tllctrof'orem en 

• 1111 no demwur8- de polilcri1llnida 1e ...,...an el complejo ADN-pruteina, del 
ADN lin proceiM unidl. De ella manera. dicho c:omplejo 11 mi(lfar mú lento, ..,.,.,. i:omo 

- banda ......... la Uondiolfalla del pi (fi1P1rl 2). 
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Figura 2. Método denominado cambio en la movilidad del ADN o retardamiento en gel (Tomado 
de Latchman, 1992) 

El otro método utilizado para Identificar factores de tfUIS<'ripción es el 
ensayo de la huella digital de la DNa1111 f. En esta técnica, también se Incuban eiitractos de 



protelnu con el ADN, pero en ate cuo 10lo se marca el finiJ de una de 1u cadenas del 
ícido iuc:leico. Una vez que la protelna 1e une al ADN, este se disiere con p!1q1101111 

camidades de 11 enzima DN111 l. Después de Cite tr11111tic1110, loa li'qnlnos obtenidos le 

11p1n11 por electrof'oresia, obteniéndole un patrón de bllldu definido. Sin emblr¡o, en la 
zona en la que 1e encuentra unida la protelna, 1e prcsent1 un• zona llin blndu en el pi. ya 
que la pmenci1 de la proceina ~de la dijeltión del ADN por la DNua 1 (DllllCll et al., 
1990, Lewin, 1994). 

Los !Mtodos meneionados anteriormente, pennitieron lislar un1 lPM 
cantidad de MCUenciu y proteinu rqulatorias rellcionadas, que no se encontnban de 
llllllel'a regular en todos loa promotores, sino que 10lo estaban presentes en laa regiones 
rqulatori1s de genes específicos, infiriendo que estu protelnas activaban la transcripción, 

mediulte las secuencias a las que se unlan, de senea específicos bajo una condición dada, en 
un momento preciso. 

En esta forma, 1e pudo establecer que los factores de transcripción, son 

protelnu que resultan ser etencialea dentro del esquema de regulación de la transcripción, 

ya que su presencia o ausencia, determina en última in11anci1 que un gen determinado se 
exprese o no. 

Este control sobre la transcripción se ejerce, por una parte a través de la 
interacción directa entre el ADN y una re¡¡ión especifica del factor; el domirúo de unión al 
ADN, y por otr1 pane, por la interacción del dominio de lransactivación de dicho factor, 
con otros fllctores de transcripción y/o con la ARN polimerasa. 

A pesar de que los factores de transcripción no son los únicos elementos de 
control, si son muy importantes ya que pueden regular, tanto positiva como negativamente, 

toda una serie de genes responsables de una función particular, por ejemplo, la 

diferenciación de una célula especifica (Oppenheimer el al., 1991), la respuesta a 
determinadas condiciones adversas, como la sequía en una planta (Urao et al., 1993), la 

regulación de una vía biosintética (Hattori et al .. 1992), etc. 

Durante los ultimas diez aftos. se han encontrado una gran cantidad de genes 

que codifican para factores de transcripción en levaduras, insectos y mamlferos, y se ha 
demostrado que varias de sus características estructurales, incluyendo parte de su secuencia 

de aminoacidos, se ha conservado durante el curso de la evolución. Si bien los genes de los 

factores de transcripción más estudiados han sido los de animales e insectos, también se han 

descubierto varios de ellos en plantas (Katagiti & Chua, 1992; Drunelle & Chua, 1993). El 
hecho de que este tipo de proteinas se haya conservado en distintos organismos a lo largo 

de la escala lilogenética, indica que juegan un papel fundamental en la organii.ación 

molecular de estos. Hasta la fecha se han encontrado diversas clases de factores de 
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transcripción (Pabo & Sauer, 1992). los cuales presentan Úna serie de caracteristicas 
comunes. Entre estu caracteristicas se encuentran: 

UNIÓN ESHCfPICA AL ADN 

Una de las principales caracteristicas de los factores de tran1eripción, es que 
se unen a una secuenc:ia especifica de ADN. Ahora bien, para que se Ueve a cabo dicha 
interlCción, existen dos upectot determinantes principales, uno de eU01 es la MCUencia 
Nlclcotfdica de la rqpón del kido desoxirribonucleico con la que interacciona, y el otro es 
la conformación tridimemional tanto del ADN, como de la proteína. La conformación esr• 
determinada en primera instanáa también, por la secuencia de bases en el cuo del ADN y 
por la de aminoKidos en el cuo de la protelna. Las principales interaccione& involucradas 
en el contacto directo entre la cadena polipeptfdica de la protelna y lu basea expuestas que 
conforman la doble hélice del ADN, son los puentes de hidró¡¡eno que forman dichu bases 
y lu fucri.u de van der Waals. Sin embarso. esta interacciones no proporcionan la enerl!Ía 
mllciente para mantener de manera estahle el complejo formado entre la protelna y el ADN. 
Para lasrar esta estabilidad, la enersfa necesaria es proporcionada por lu interacciones 
electroll"icu entre 101 residuos de los aminoicidos bUicos y la estructura cargada 
neptivamente que forman 101 srupo1 fostato y los azúcarn del ADN (Traver1, 1993). 

Se hin encontrado fectoreo de transcripción que a pelar de que no se unen 
al ADN, si puoden activar otros senes. Tal es el caso de la proteina VPI que 11e encuentra 
involucrada en I~ expresión de protelnas de almacenamiento de la semilla del mm. 
Mediante varios experimentos, 11e ha demostrado que el dominio •cido de esta protefna 
puede activar la transcripción de otros 11enes (Ptuhe, 1988) , se ha propuesto que, c!«iido a 
que VPI carece de un domino obvio de unión, puede actuar sobre otras protelnas que se 
unen al ADN (Brunelle et al., 1993 ). Sin enibarso la mayoria de las protelnas replatorias 
huta ahora descritas interaccionan con el ADN. 

ESTRUCTURA DEL DOMINIO DI: UNIÓN AL ADN 

Generalmente, el dominio de unión al ADN está compuesto por aminoácidos 
que contienen residuos básicos como la ar¡¡irúna, lisina, histidina, etc. esto como ya se 
mencionó anteriormente, permite que al interacionar estos srupos con el ADN que posee 
una car11a neta negativa, se loare una estabilidad del complejo proteina·ADN. 



La mayoría de lu secuenciu de los factores de transcripción que se han 

descrito balta ahora, poHen dominios de unión al ADN que pueden agruparse en tres 

funiliu principales: 

DOMINIO HELJCE-GIRO-HEUCE 
El dominio de unión al ADN denominado Hélice-giro-hélice fue la primera 

estructura de este tipo que se descubrió, por lo tanto, es una de las que se ha estudiado más 

arduamente. Se identificó por primera vez en proteinu resulatorias de organismos 

procariotes las cuales forman dímeros para unirse al AON, estos primeros e:jemplos fueron 

las proteínu rq¡ulatorias del ftso ;. denominadas CRO y C 1 y la proteína activad ora de E. 

coli llamada CAP(Johlllon and McKnight, 1989). 

Cil'acias a estudios cristalogrilicos de rayos x, tanto de las proteínas aisladas 

como de los complejos proteina-ADN, se estableció que este dominio esta constituido por 

dos a-hélices relativamente conas, que se encuentran separadas por un giro de tipo 11 (fisura 

3). Este giro en la estructura es posible debido a la presencia de un residuo de glicina entre 

lu dos hélices, este arni"'*'ido actúa como un eje lleJ<ible que permite que la cadena 

polipeptldica se doble entre las dos hélices de manera que puedan establecer contactos 

hidrofóbicos entre ellas (Travers, 1993). 

La hélice que se localiza más cercana al extremo carl>oxilo-tenninal, 

denominada hélice J se encuentra orientada de manera antiparalela a la otra hélice, llamada 

hélice 2. La hélice J interacciona directamente, mediante algunos de sus aminoácidos, 

presumiblemente glicinas (Schleíf, 1988), con las bases expuestas en el surco mayor del 

ADN. Por esta razón se denomina también hélice de reconocimiento, mientras que la hélice 

2 se situa a través del .. rco mayor interaccionando inespecificamente con el ADN. De esta 

manera, la hélice de reconocimiento es la que controla la especificidad de unión de este 

dominio. 

Al estudiar varias proteínas que presentaban este dominio, se observó que a 

pesar de que la 8eometria del dominio estaba altamente conservada, eJ<istia una variabilidad 

en la secuencia de aminoácidos. Sin embargo, se observó también, que eJ<istian una serie de 

aminoácidos que se conservaban en cienas posiciones de la cadena polipeptidica. De 
manera que en la hélice 2, el cuano residuo posee una cadena lateral hidrofóbica, mientras 

que el quinto residuo seneralmente es alanina o glicina. También el giro de tipo ll se inicia 

con una glicina e invariablemente es seguido por un residuo que posee una cadena 

hidrofóbica, además, los residuos cuatro y siete que constituyen la hélice 3 están ocupados 

por aminoácidos básicos (Johnson and McKnisht, 1989). 



a-hélice 

Hélice de 
reconocimiento 

Figura 3. Dominio H61Joe.glro-h61ice (Tomado de Latchman, 1t90) 

Hot1Wodominio 
La conJerVación de estas posiciones dentro de la secuencia de aminoácidos 

del dominio hélice-giro-hélice en procariotes, permitió que se pudieran reconocer proteinas 
similares en organismos eucariotes. De esta manera, este dominio se identificó en una 
familia de proteínas de Drosaphi/a que controlan una serie de etapas clave dentro de la 
diferenciación temprana de este organismo. 

Estas proteinas presentan una región muy conservada de aminoácidos, 
alrededor de 60, los cuales fueron denominados Homoodominio. Al realizar estudios 
estructurales del mismo, se encontró que estaba constituido por 4 a-hélices, de las cuales, 
dos de ellas, las hélices 2 y 3 estaban separadas un giro de tipo p, presentando una 
estructura muy similar a la del dominio hélice-giro-hélice encontrado en procariotes (Pabo 
& Sauer, 1992). 

Esta similitud sugeria que el homeodominio interaccionaba con el ADN de la 
misma manera, siendo la secuencia de aminoácidos dentro de la hélice de reconocimiento la 
que determinaba el sitio de unión. De tal manera, que si dicha secuencia variaba, también 
seria diferente el sitio de unión. Para comprobar esto, se realizaron experimentos con las 
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protelnas de Dm.'IOf'hlla en los cuales se intercambiaron estas hélices, dando como 

resultado que efectivamente una proteina reconocla el sitio de unión de la otra, ya que 

poseía su hélice de reconocimiento. 

Continuando con estos experimentos, al intercambiar residuos de 

arninolicidos dentro de esta hélice del homeodominio, se identificó también que el residuo 

ubicado en la posición número 9, era indispensable para el reconocimiento específico, ya 

que al substituirlo se perdia dicha especificidad, cosa que no sucedía si se cambiaban otros 

aminoácidos y se conservaba el noveno. Este último descubrimiento estaba en cierta manera 

en desacuerdo con los dalos obtenidos al estudiar el dominio hélice-giro-hélice de los 

organismos procariotes, en donde se había identificado a los aminoácidos que se 

encontraban en el extremo aniino-tenninal, como los más importantes para la unión 

especifica al ADN. Sin embargo, gracias a los estudios estructurales del gen de Drosophila 

denominado A111e1111apedia, se comprobó la importancia del aminoácido número nueve para 

la unión específica del homeodominio, de esta manera se concluyó que la hélice de 

reconocimiento en este dominio se orientaba de manera diferente en el surco mayor del 

ADN, de tal fonna que el extremo carbo>Úlo, en donde se encuentra el aniinoácido número 

nueve, es el responsable de la interacción especifica con las bases expuestas de la estructura 

del ácido nucleico (Pabo & Sauer, 1992). 

Domi11io /lfyb 

El dominio Myb, se identificó primero en la protelna codificada por el 

oncogen Myb (V·!'fyb) del retrovirus AMV (Avian Myeloblastosis Virus) (Klempnauer et 

al., 1982). Este virus tiene la capacidad de producir leucemia mieloblástica o monocitlca en 

el pollo, y de transfonnar cultivos de células de tipo mielomonocfticas. 

Para identificar este dominio, se probó la capacidad de dicha proteina para 

unirse al ADN al removerle diferentes regiones Esto pennitió establecer que la región 

indispensable para dicha unión se encontraba en el extremo amino-terminal (Klempnauer & 
Sippel, 1987) 

Posteriormente, se comprobó que una gran cantidad de genes que 

codificaban proteínas relacionadas con el gen 1·-myh se encontraban en especies diferentes 

como mamiferos, insc'Ctos y plantas. T od•s estas proteinas presentaban homología con el 

gen l'-myb en la región amino tenninal, es decir en el dominio de unión al ADN. Esto 

sugeria que dicho dominio re>ultaba importante para la función de la proteína. 

De esta manera, una vez identificado, se comprobó que la unión del 

dominio 
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Myb resulta específica (Bíedenkapp et al., 1988), ya que las proteínas que lo poSftll se 
unen a la secuencia consenso: 

pyAACGffG 
En donde py implica una pírimidina 

A pesar de esto, no se conocía con certeza la estructura del dominio Myb, e 
inclusive en un principio se pensó que no presentaba ninguna homología con el dominio 
hélice-giro-hélice (Biedenkapp et al., 1988). Sin embargo al estudiar más a fondo la 
estructura, se encontró que el dominio Myb esta conformado por una serie de repeticiones 
imperfectas de una secuencia de aproximadamente 50 aminoácidos En plantas y levaduras 
se encuentran presenles únicamente dos repeticiones de esta secuencia, mientras que en 
animales estos genes poseen tres repeticiones. 

Los aminoácidos en cada repetición, forman tres a-hélices, las cuales se 
encuemran agrupadas alrededor de un núcleo hidrofóbico constituido por tres triptofanos 
altamente conservados (Frampton et al., 1991). Estos triptofanos están separados por una 
cadena de 18-19 aminoácidos, y entre las a-hélices se encuentran intercalados giros muy 
similares a los encontrados en el homeodominio, por lo que estos dominios son estructuras 
altamente relacionadas. 

Se ha identificado que tanto las repeticiones 2 y 3 del dominio Myb son 
necesarios para que se lleve a cabo la interacción con el ADN. Asimismo se sabe que la a­
hélice 3 de cada repetición, es la responsable de la unión especfñca del dominio, ya que los 
residuos que se encuentran en una de las caras de esta hélice (asparagina-179, lisina-182, 
asparagina-183, asparagina-186 y serina-187), son cruciales para el reconocimiento de las 
bases en el surco mayor del ADN (Ogata et al., 1992). 

Si bien el homeodominio y el dominio Myb son muy parecidos, e•isten varias 
características que los distinguen, entre ellas se encuentra el hecho de que en el dominio 
Myb, el giro que separa a las a-hélices, es un aminoácido más largo y contiene un residuo 
de prolína, además la orientación relativa de las hélices 2 y 3 es distinta (figura 4). Dentro 
de la repetición 3 del dominio Myb, las hélice 1 y 2 están alineadas oblicuamente, mientras 
que la hélice 3 se encuentra casi perpendicular a la hélice 1 (Ogata et al., 1992). 

Finalmente, se ha demostrado que la proteína del gen 1•myb, produce un 
plegamiento en el ADN cuando se une a su secuencia consenso (Saikumar et al., 1994), 
esto puede representar una característica fundamental en el mecanismo de activación de las 
proteínas que contienen este dominio, ya que el plegamiento del ADN es uno de los 

mecanismos propuestos para e•plicar el hecho de que una proteína regulatoria pueda influir 
en la transcripción de un gen que se encuentra a cientos de bases de distancia 
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ADN 

Repelic:ión 2 

Figura 4. &quema de la lnteracdcln propueola entre el dominio Myb w el ADN (Tomado de 

Frampton et al., 1991) 

IJEJXJS DE ZINC 
l!ste dominio de unión al ADN, fue descubierto cuando oe estudilba la 

expresión de los genes encargados de la síntesis del ARN SS en la rana Xenopus lattvis. La 

transcripción de estos genes se encuentra regulada por el factor de tram1cripción TFlllA. el 

cual junto con otros dos factores, TFlllB y el TFlllC, forman un complejo que 

interacciona con la ARN polimerasa 111. 

Cuando se intentaba purificar el factor TFillA, se descubrió que la presencia 

de zinc era indispensable para obtener cantidades aceptables de protelna. Una vez que esta 

se obtuvo pura, se observó que existían una serie de subestructuras, de tamafto similar, que 

IC relistlan al ataque de una enzima proteolitica. Además se comprobó por absorción 

atómica que efectivamente, la proteina TFlllA contenía alrededor de 10 moléculas de zinc 

dentro de su eslructura (Rhodes &. Klug, 1993). 

Estas ob1Crvaciones sugerían que el zinc representaba una parte fundamental 

dentro de la estructura de la proteína y que además, esta se encontraba constituida de 
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subunidades repetidas, dentro de 111 cuales, de llguna manera, los anúnoM:idos que lu 
constituían, se enlazaban fuertemente entre ellos para formar una estructura bastante 

estable. 

Al analizar la secuencia de aminoácidos del factor TFlllA, se encontró que 

efectivamente, dentro de una región de la cadena polipeptídica se encontraba una secuencia 

de aminoácidos que se repella nueve veces: 

TIF-X-C-X-c-x,,.-c.x,.f-X1-L-X2·H-X,..-H-X, 

T= Tirosina 

F= Fenilalanina 

C= Cisteina 

L=Leucina 

H= Histidina 

X= Cualquier aminoácido 

Las letras en negritas indican los aminoácidos conservados. 

Dentro de esta secuencia repetida se conservaban invariablemente, en cuanto a su 

posición, un par de cisteinas, separadas por una cadena de 12 aminoácidos dentro de la cual 

también se conservan .. una leucina y una fenilalanina y una serie de amino•cidos básicos, 

seguidos por un par de hislidinas. Estos datos, junto con las observaciones acerca del zinc. 

llevaron a proponer una estructura dentro de la cual el átomo de zinc formaba un 

compuesto de coordinación tetraédrico al enlazarse con las dos cistelnas y las dos histidinas, 

mientras que los residuos entre estos aminoácidos formaban una espiral que se proyectaba 

fuera del plano de dicho compuesto, simulando un "dedo" (figura S), de aqui el nombre del 

dominio. La interacción entre el zinc, las histidinas y cisteinas file comprobada después por 

espectroscopia de absorción de rayos x (Lewin. 1994). 

( \. / . 

)\ 
His ys 

..J l .. 
Figura~· Pnmera estructura propuesta para los 'dedos• de zlno {Tomado de Struht, 1989) 
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A pesar de que este modelo concordaba con Jos descubrimientos hechos 
hasta eoe tiempo, quedaba Ja duda si efectivamente Jos 12 residuos formaban simplemente 
una espiral. De esta manera, considerando también estos datos, se propuso un modelo 
alternativo, basindose en Ja estructura ya conocida que presentaban ciertas 
metaloprotelnas, esta estructura puede dividirse en dos mitades, en una de ellas, se 
encuentra UJla ci-hélice formada por la cadena de residuos que se encuentran entre Ju 
cistelnas e histidinu, mientraa que en Ja otra nútad se forma una hoja tipo p. constituida por 
dos cadenas p antiparalelas. Las dos cistelnas se encuentran flanqueando el giro que se 
forma en la hoja tipo p, mientras que Ju dos hillidinas se encuentran en Ja "cara interior" de 
la hélice, de frente hacia la hoja tipo p (figura 6). Así, el átomo de zinc puede formar un 
compuesto de coordinación con estos aminoácidos y estabilizar la estructura, manteniendo 
unidas las dos nútades (Darnell et al , 1990). 

Hélices 
tipop 

Figura 6. Estructura mas probable de los "dedos" de zinc lipa cistelna-hlstidina (Tomado de 

Latchman, 1992) 

Existe otro dominio de unión al ADN relacionado al de Jos "dedo!" de zinc, 
pero estructuralmente distinto, este donúnio, denominado por algunos aÚtores como 
"dedos" de zinc de mullicisteinu (Latchman et al., 1990). esta confonnado, por Ja 
secuencia conservada de aminoácidos: 

Cís-X2-Cís-X1 i·Cis-X,.Cís-X ,,,,.,.cis-X,-Cis-X.-Cis-X,.CisX.·Cis 
En donde Cis representa una cisielna y X implica cualquier lllllinoácldo. 
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Dentro de esta ellructura, el zinc tarnbii!n forma un compuesto de 

coordinación con aminoícidos de la cadena polipeptidica, pero en este cuo es con cuatro 

cistelnas en vez de con dos histidinas y dos cistelnas. Esta interacción tarnbii!n se hl 
comprobldo por espectroscopia de absorción de rayos x . De esta manera, se podrla penur 
que la única diferencia entre este dominio y el de los "dedos" de zinc es la substitución de 

dos cistelnas por un par de histidinas. Sin emb..-so, se comprobó que cuando se substitulan 

dichas cistelnas, ya sea por histidinas o por cualquier otro arninoicido, el dominio perdía .. 

capacidad de unirse al ADN. Además se encontró que la secuencia de aminoácidos que 

podría formar un "dedo", no se repetia invariablemente, sino que solo lo hacia dos veces 

formando una sola estructura y no unidades independientes como en el caso de los "dedos" 

de zinc. Por estas razones, se pudo inferir que estos dominios son funcionalmente distintos. 

Una de lu proteínas mejor estudiadas, desde el punto de villa estructural, 

que presentan este dominio, es el receptor de la hormona ¡¡lucoeorticoide, dicho dominio 

esta constituido por dos espirales y dos a-hélices, estas hélices se encuentran 

perpendiculares una con respecto a la otra, mientras que el zinc se une a un par de cisteinas 

que se encuentran al comienzo de una de las espirales y a otras dos que se encuentran en el 

extremo N-terminal de la a-hélice. En esta proteína, la primera hélice interacciona 

especlficarnente con el ADN colocándose en el surco mayor, mientras que el resto de la 

estructura, es decir, las dos espiras y la otra a-hélice interaccionan con la estructura de 
soporte del ADN constituida por las azúcares y los grupos fostato (Lewin, 1990). 

H~UCES ANFll'A TJCAS 

A) Cierres De /.e11cit1<1 

Este dominio se descubrió cuando se intentaba conocer más a fondo el papel 

que desempeñaba la protelna regulatoria C/EllP. Se sabia que esta proteína que se 

encuentra en higado de rata y es resistente al calor, se unía a secuencias regulatorías 

presentes en los promotores de varios genes, tanto virales como de manúferos. Cuando se 

purificó y posteriormente se aisló el gen, entonces fue posible comparar la secuencia de 

aminoácidos con las secuencias de las demás proteínas reportadas hasta entonces 

(Mcknight, J 99 J) En base a esta comparación, se pudo encontrar que una región de la 

proteína C/EBP, rica en el antinoácido leucina, también se encontraba en las proteínas 

codificadas por los oncogcnes Fos y Jun. 

C/EBP 

Fos 

LTSDNDRl.RKRVEQLSRELDTLRGIFRQL 
LQAEl'DQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKL 
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Jun LEEKVKTLKAQNSELAST ANMLREQVAQL 
(..,Lcuc:iM 

En ellas re¡iones se encontró que la leucina se encontraba siempre en la 
léplbna posición, formando un heptcto que se repella 4 veces dentro la cadena de 

aminoicidos. E .. re¡ión 1e puede esquematizar como una a-hélice en la cual se presenta 
una leucina cada dos vuelta, .:omervándole de un solo lado de la hélice, formando una 

elpeCie de "cordillera" de leucinu. 
AdemU de esta oecucncia, todu las protelnas de este tipo pmemaban una 

fflión adyacenle muy rica en aminoícldos c&f'81dos, principalmente lisina y arginina, 

conformando una re¡ión básica con carga positiva orientlda hacia el extremo amino 
terminal. 

La oecuencia conservada de leucinas resultaba muy similar a la de las 
protelnas fibrosas como las miolinas y queratina. Ellas proteinu forman dfmero1 dentro de 

loa cuales do• hélices 1e enrollan sobre li mi811U para formar una espiral doble, por lo que 

esta era la estructura mál probable del cierre de leucina. 
De esta fOl'llll se postuló que el dominio que constituia el cime de Jeucina 

pennilfa la dimeriución de la proteína mediante la interacción de los residuos de leuc:ina 

sobrallientes de lu dos protelnu, simulando los dienta de un cierre. 

Posteriormente sraclas a estudios estructurales y 1 mutacionn dirigidas en la 
proteína C/EBP, "" pudo comprobar que. en efecto, el dominio del cierre de leucina era 

indiipelluble para conformar un dimero, ya que la sustitución de este aminoácido impedla 

que "" unieran las dos proteína. Al no producirle la dimeriz.ación, la proteína era incapaz 
de unine al ADN. Sin embargo "" comprobó que no era el dominio del cierre de leucina el 

que establecía contacto con el ADN, lino la región básica contigua, en la cual "" realizaron 

mutaciones y "" comprobó que a pesar de que la proteína no "" unia al ADN, si formaba 
dímeros. 

Por lo tanto se llegó a la conclusión de que este dominio está constituido por 
un dímero que se forma cuando dos a-hélices anfipáricas. una de cada proteína, se enrollan 

sobre si mismas gracias a las interacciones entre las leucinas, para formar una espiral doble 

(Plbo & Sauer, 1992). Esta conformación permite que el resto de la estructura, es decir las 
regiones básicas. se encuentren en la posición correcta para interaccionar con el ADN. 

Estas regiones básicas también forman una a-hélice, la cual sufre una ruprura por la 

prewncia del aminoácido conJefVado aspargina, esta ruptura le da a la hélice un aspecto de 
pncho que le permite interaccionar adecuadamente con el ADN (figura 7) 
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Figura 7. Dominio de clemt de leucina (Tomado de Latchman, 1990) 

B) He/ice-Vuella-He//ce 
La comparación de secuencias de aminoácidos de diversas proteínas 

regulatorias tales como la proteina muscular MYOD, las proteínas E 12 y E47 que aumentan 
Ja afinidad de unión de las inmunoglobulinas, proteínas tipo MYC codificadas por el 
oncogen c-myc, etc, llevaron a la proposición de la e•istencia de otro dominio de unión al 
ADN denominado hélice-vuelta-hélice. Este dominio, al i¡,'llal que en el caso de las proteinas 
con cierres de leucina, presenta una región de aproximadamente 15 aminoácidos, con 
carácter básico que se une al ADN. Sin embargo, la estructura del cierre dé Jeucina es 
substituida por una región capaz de formar dos hélices anfipátieas, que se encuentran 
separadas por una vuelta de tipo no helicoidal de longitud variable. Este tipo de hélices 
tienen la particularidad de tener todos sus aminoácidos cargados en un solo lado de la hélice 
(Lewin, 1994). 

El análisis de deleciones de la proteína MyoD, demostró que la ausencia del 
dominio hélice-vuelta-hélice inhibe la dimerización de la proteína y por consecuencia su 
unión al ADN, de tal forma que este dominio actúa de manera similar al de cierre de 
leucina. 

En el caso de las proteínas tipo MYC, la organización de su dominio de 
unión es todavia más complejo, ya que el dominio hélice giro hélice, se encuentra situado en 

el extremo N-terminal después del dominio de cierre de leucina en una posición equivalente 
a la ocupada por el dominio básico de las proteinas C/EBP, FOS, JUN y GCN4 (Johnson 
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and McKnisht, 1989) . De esta manera. se puede inferir que este último dominio es el que le 
confiere a la protelna su capacidad de reconocer aecuencias especificas de ADN (figura 8). 

Figura a. Dimero de un1 proteina con dominio de unión tielice-vuen1-h61ice (Oameli, UlllO) 

DOMINIO DE TRANSACTIVACIÓN 

El dominio de activación es la otra región fundamental de un factor de 
transcripción, ya que mediante Cita, puede realizar una interacción con otros factores de 
trlllllCtipción y establecer una regulación mucho más compleja. Asi entonces, una 
oombinaci6n de estas proteínas, pueden regular la transcripción no solo activándola, si no 
tambien pueden tener un efecto neglltivo, o incluso pueden afectar los niveles de 
transcripción del gen bajo su control. Esta región puede tener una longitud desde 30 hasta 
100 aminoácidos. 

Una de las características importantes del dominio de activación, es que 
. puede funcionar aún con diferentes dominios de unión al ADN. Por ejemplo, se ha 
demostrado que una proteína regulatoria que posee un dominio de unión al ADN con una 
estructura de "dedos" de zinc, la proteína JUN, puede. actuar como activador 
transcripcional aún cuando dicho dominio se cambie por el dominio de unión del represor 
de E. co/i LexA. el cual forma una estructura de hélice-vuelta-hélice (Struhl, 1989). 

El primer dominio de activación que se caracterizó, fue el del gen de 
levadura GAL4 (Ptashne, 1988). Este dominio presenta un carácter acido, es decir posee 

una carp neta negativa y en algunos casos presenta también regiones ricas en residuos de 
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serina y lreonina. Dentro de este dominio no solo es importante su carácter •cído, sino que 
tllllbién se debe considerar su estructura. El análisis de deleciones y el mapeo proteolitico, 
indican que"esta región es una serie de estructuras repetidas compuestas por u-hélices de 
caricter anfipMico, proponiénd0>e que esta superficie es la que interacciona con otru 
protelnas dentro de la maquinaria de la transcripción (Struhl, 1989) . Eltas estructuru 
repetidu, además de no presentar similitud en su secuencia de aminojcidos, retuhan ser 
funcionalmente redundantes (Mitchell li: Tji111, 1989). 

Se han encontrado vario proteln.u regulatorias que po- carlCleristicu 
similares a lu de este dominio de IClivación ácido, pero no se han podido identificar 
llCalencias conservadas como en el Cl50 de 101 dominios de unión. Algunos ejemplos de 
esto protelnu IOll el rei:epior de la hormona atucoconicoide, el factor JUN, el producto 
del aen AP-1. etc. 

El dominio de activación de carácter ácido, no es el único que se ha 
encontrado, pues existen por lo menos otros dos tipos de dominios. Uno de ellos, se 
encontró en el factor Sp l. Esta protelna posee una región rica en glutarninas 
(aproximadamente el 20 %) la cual se ha demostrado que posee un efecto activador sobre la 
transcripción de genes reporteros. Se han encontrado otros ejemplos de un dominio de 
activación rico en glutaminu en protelnas de /Jrosophila, como An1en11apedia, Zeste, en 
proteinas de levadura como GALl 1 y HAPI; y en mamiferos como OCT-1 y OCT-2 
(Mitchell & Tjian, 1989) Al igual que en el dominio ácido, cuando se compararon las 
secuencias de esta regiones, no se pudieron encontrar secuencias conservadas. 

El .tercer tipo de dominio de activación que se ha encontrado es el de la 
proteina CTF. Elle dominio es rico en prolinas (entre un 20 y JO %), estos aminoácidos 
impiden que dentro de la estructura se formen hélices. Por lo tanto, este dominio contrasta 
con el dominio de carácter ácido, en donde se encuentran u-helices antipáticas (figura 9). 

Debido que e•isten diversos dominios de activación con caracteristicas tan 
diferentes, no ha sido posible hasta el momento, proponer un mecanismo general mediante 
el cual se lleve a cabo la activación de la transcripción de un gen. Algunos autores como 
Tjian, proponen que el dominio ácido de activación es la estructura principal mediante la 
cual se realiza la activación por parte de los factores de transcripción, mientras que las 
proteínas Spl, Octl, etc, cuya región de activación no posee esta característica, actúan a 
través de otros factores o intermediarios que si poseen dicho dominio (Ptashne and Gann, 
1990). Existen evidencias de que los dominios de transactivación rico• en glutaminas o en 
prolinas, estimulan la transcripción proximal. Esto es, a partir de la caja TATA o de sitios 
relativamente cercanos a esta, mientras que los donúnios ácidos y/o ricos en serina/treonina 

19 



estimulan la transcripción distal, o sea a partir de una secuencia aumentadora (Seipel et al., 

1992). 

Figura 9. Diferentes estructuras para los dominios de activación. A) Dominio de activación básico 
del gen GAL 4; B) Dominio neo en glutamlna enconlrado en el factor Sp1; C) Dominio neo en 

prollnas caractenstlco del factor CTF. (Tomado de Mltchell et al., 1989) 

El hecho de que un dominio de activación de un factor determinado pueda 
activar un gen aún con otro dominio de unión, sugiere, que los faclores de transcripción 
actúan sobre elementos que se conservan dentro del proceso de transcripción en organismos 
eucariotes, como son los factores generales que se unen a la caja TATA. como la protelna 
TFIID, o sobre la ARN polimerasa 11 directamenle. 
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FAMILIAS DE FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

A diferencia de los organismos procariotes, en donde generalmente una 

proteina regulatoria solamente reconoce una secuencia especifica, en organismo• ew:ariotea 

1e ha encontíldo que existe una sran variedad de fanúlias de proteinas regulatorias que 

reconocen sitios de ADN muy similarea. Estas familias se han originado, al igual que 

mud!M de los genes que controlan, a través de la evolución, por proceaos como 

duplicación de genes, divergencia, etc. (Mitchell and Tjian, 1989) . La relación que exilte 

llllre 101 genes de estas fimiliu, 1e presenta principalmente a nivel de su dominio de unión 

al ADN, ya que la divergencia en la secuencia de aminoicidos que preoentan fuera de ese 

dominio, dos genes de una misma familia, da lugar a funciones muy diferentes. 

Algunos ejemplos de e11u familiu son los genes de Dtmopllila que 

contienen el dominio de unión al ADN denominado homeodominio, todos estos genes, a 

pesar de ser diferentes a nivel de secuencia, reconocen una misma región, la cual es rica en 

adeninas y timinas. Los oncogcnes v-jun y l'-fos, asi como también algunas proteínas de 

levadura y Drosophi/a, interaccionan con una secuen.:i1 con1ún denominada sitio AP-1. 

Este hecho se puede explicar debido a la complejidad de los organismos 

eucariotes, en donde se deben expresar una gran cantidad de genes en diferentes tejidos, en 

diferentes tiempos o en respuesta a determinados estimules. De esta manera, una familia de 

..,es regulatorios puede regular por ejemplo, a un grupo de genes relacionados en tejidos 

diferentes. Esto ~resent1 un li11enui de regulación llexible y Jo suficientemente preciso 

para que una pequefta diferencia en las secuencias de reconocimiento, o en la afinidad de 101 

factores por el litio, permita activar diferencialmente a un gen especifico. 

REGULACIÓN DE WS FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN 

Desde hace mucho tiempo, se sabe que aún cuando una célul1 se encuentra 

inhibida en su slntesis de proteínas, existe una inducción de la transcripción dentro de 11 

célula en respuesta a algún estímulo, por ejemplo al calor, esto sugiere, que los elementos 

que regulan la transcripción, como las proteínas regulatorias, no se sintetizan de "novo", 

sino que ya están presentes inclusive antes de que se les necesite. Este hecho, implica que 

deben de existir una serie de mecanismos precisos que controlen la actividad de los factores 

de transcripción preexistentes ( Damell et al., 1990) 

Se han descubierto varios mecanismos mediante los cuales los factorea de 

transcripción son regulados, la mayoria de estos mecanismos implican la fosforilación o 
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defosforilación de cienos residuos en las cadena polipeptidicas de los factores. Lo cual no 

reailta extrallo debido a que se ha observado que una gran cantidad de estimulos que 

afectan la exprnión de los genes, también resultan en la activación de enzimas que 

fosforilan protelnas, denominada proteín-cinasas. 

La regulación por fosforilación puede implicar tanto la activación como la 

inhibición de un factor de transcripción dado. Esto depende del factor mismo y del nivel al 

cual 1e de la resufación. De esta-., existen tres niveles a loa cuales puede presentarse 

entre control: 

Replación de la rranslocación IWJcia el mícleo 
Este es uno de los principales mec:.nismos que 1e han encontrado para 

regular la actividad de un factor, ya que este generalmente ejerce su acción en el núcleo, y 

si se encuentra fuera de este, es decir en el citoplasma, no podrá llevar a cabo StJ función. Se 

ha encontrado que un gran número de factores son proteínas fosforiladas, las cuales 1e 

encuentran inactivas en el citoplasma en su forma no fosforilada y cuando se presenta un 

estimulo determinado, se activan enzimas que fosforilan al factor permitiendo esto su 

transporte al núcleo donde se encuentran sus genes blanco (Hunter & Karin, 1992). 

Asl, la regulación del transporte al núcleo de una proteína regulatoria 

generalmente es positiva, ya que la fosforilación permite que el factor lleve a cabo Sil 

activación. Entre las proteínas que se encontrado que se regulan de esta manera están la 

protelna CREO, el receptor de la hormona glucocorticoide, la proteína C/EBP, etc. 

Regulació11 de la actil'idad de 1111ió11 al ADN 

Este mecanismo, en contraste con el primero, generalmente ~ un efecto 

negativo, ya que la fosforilación de residuos como la serina y treonina dentro de la cadena 

de aminoácidos del factor resulta en una disminución de su afinidad o en la inhibición total 

de la unión al ADN. Casi siempre, los aminoácidos que se fosforilan se encuentran muy 

cerca del dominio de unión al ADN del factor, por lo que se ha propuesto que la causa de 

esta inhibición es co..-uencia de la repulsión electrostática entre los grupos fosfato 

presentes en la estructura del ADN y los grupos fosfatos aftadidos a la protelna 

Un ejemplo de este mecanismo se presenta en el producto del gen c-Myb, el 

cual se sabe que se une a secuencias relacionadas con la secuencia consenso: 

S'· (T/C)AAC(T/G)G-3' 

(Losacher et al., 1990). La fosforilaci6n de esta proteína provoca un decremento en la 

actividad de unión, y este efecto es reversible después de un tratamiento con fosfatasa. Se 

sabe también que los reaiduos que se fosforilan son serinas que se encuentran 



aproximadamente a 50 bases del dominio de unión al ADN. Otros lictores de trammpc:ión 

que se resuWi de ella manera, son el lictor jun, la proteína Oct·I, etc. 

R~placlón de la tramacti\'llC/ón 

Otro de los mecanismos mediante los cualea se regula a los factora de 

tf9111Cripción es ectivando su t!lllSIClivación. Al eatudiar la fosforil8Ción de ciertos factorea 
11e ha encontrado q11e los miduos modificados (!erina y treonina) 11e localian en el dominio 

de ICllvaci6n del factor, 111 ea el cuo de la protelna CREB. Se ha propuetto que el efe.:to 
de la fosforilac:ión sobre el faetor, q11e contiene carp neptiva, ea el de permitirle a este 

inerernentar ai habilidad para intenicc:ionar ya - directa o indirectamente con la 
maquinaria de iniciación de la tr1111Cripci6n (Seipel, et al., 1992). Otros ejemplos de eate 
tipo los repreaentan el producto del IJftl OAL , del aen c-myc, e- jun, etc. 

TRANSDVCCION DE SEl1ilAL 

En un orpnillllO muhicelular, existen etapas especificas como la 
diferenciación, el deaarroflo, o la rapuctll a determinados estímulos, dentro de las cuales, 

una serie de seftafes diferentes fuera de la célula pueden modificar tanto el número como el 

tipo de factores de transcripción con los que dicha célula cuenta 
Uno de los ejen1plos más claros, se ilustra con la respuesta que presentan casi 

todos los organismos (bacterias, levaduras, inMCtos y mamíferos) a temperaturas más alias 
de lo normal. Bajo ellas condiciones, se suspende la tran!IClipción de la mayoría d• los 

jlellel, para transcribir una serie de genes que codifican a las proteínas denominadas de 
choque térmico. Estas proteínas, ayudan a la aipervivencia del organismo a temperaturas 

elevldu (por ejemplo, en humanos esta temperatura es de 39-40 'C, mientras que 30 "C es 
suficiente para inducir estas proteinas en Drc<W>p/si/a). El análisis de la región rcgulatoria de 

los genes que codifican este tipo de proteínas, ha pennitido identificar algunos factores de 

transcripción que se unen reversiblemente a los promotores de dichos genes, activando su 
transcripción. De esta manera, en Drosophila se identificó el factor de choque térmico HSF, 

este factor es una proteína de 1 1 O kilodaltones la cual sufre una modificación 
postraduccional para cambiar de su fonna inactiva a su forma activa (Damell, et al., 1990). 

Uno de los ejemplos de transducción de sella! mejor entendidos, es el caso de 

los g-. activados por honnonas de tipo esteroide. Estas hormonas tienen la propiedad de 

ser solubles en lípidos por lo que pueden atravesar ticilmente la membrana celular para 

unirse a un factor de transcripción, denominado en este caso receptor de la hormona. Este 
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último forma un complejo con la hormona, lo cual le permite unirse al AON y acti- los 
genes bajo su control (figura 1 O). El primer receptor que se caracterizó file el de la hormona 
glucocorticoide, la cual se produce principalmente en la glindula adrenal. También se han 
ailllado loa genes de loa receptores especifico1 del estrógeno y de la proaesterona. 

Loa sitios de unión al AON de estos receptores, poseen una longitud 
promedio de 1 S bues, y IOll de naturaleza simétrica, esto se debe a que estos factores 
s-aJmente se unen al ADN como dlmeros. 

Complejo 
roupWr 
inhibidor 

Complejo 
hormona ---'.--­
rca:plor 

Hormonaº 

Citoplasm1 

Figura 10. Mecanismo de activación de un gen por una hormona liposoluble (Tomado de Damell, 

1990) 

.. Existe otro mecanismo de activación de genes, en el cual, la molécula que 
produce la seilal no atraviesa la membrana, sino se une a un receptor en la superficie de la 
célula. Una vez que se produce esta interacción, se desencadenan una serie de eventos 
intracelulares que involucran la actividad de los llamados mensajeros secundarios como el 
Ca" , el diacilglicerol y nucleótidos cíclicos. Estos mensajeros provocan la fosforilación de 
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protefnu regulatoriu a través de la activación de cinasas dependientes de calcio, de la 
protcinul C, o de la acción del AMP cíclico. 

· Entre los ejemplos mejor estudiados de este tipo de activación, se encuentra 
el cuo del factor NF-dl. Este factor e11inula la transcripción de los senes que roclifican las 
inmunoglobulinas clase kappa producidu por los linfocitos B. Se 11be que esta protelna 
exisle en fonna inactiva en el citoplunw debido a que se encuentra acoplada a un inhibidor, 
lin embarso, delpllés de que, por ejemplo, ae une un lipopolisaúrido bacteriano al rseptor 
celular, se produce la folf'orilación del factor NF-dl, lo que permite que se dirija hacia el 
núcleo y active la transcripción de 1111 ¡enes blanco (Darnell et al., 1990). 

En otro ejemplo de este mecanismo, el interferon a, que es un polipépcido de 
1 SO aminoácidos, se une, en respuesta a la infección de diferentes virus, a un receplor ele 
aiperficie celular. Dicha unión activa a un factor de transcripción, el IFNa, el cual 
normalmente e11a inactivo en el citoplasma. Como resultado de esto, dicho factor ae 
tnnsporta hacia d núcleo para activar la lr1119Cripción. 

FIH!fOl'n De Tranacrfpcllln En PIMt•• 

EL GEN COI' / 

El desarrollo de la semilla de una planta puc'<le seguir 2 rutas morfogénicu 
diferentes, una en presencia de luz (fotomorfogénesis) y otra en ausencia de la misma 
(slokotomorfogénesis). 

Estudios mutacionales realizados en la planta Arabidopsis tltaliuna, 

condujeron al aislamiento del gen Cop 1 (Deng, et al .. 1992) , el cual se propone que tiene 
la función de reprimir la ruta fotomorfogénica en la obscuridad. 

El análisis de secuencia de este gen, reveló que posee un dominio de unión al 
ADN de la clase de los "dedos" de zinc, similar al que presenta el receptor de la hormona 
glucocorticoide. Otra característica interesante de esta proteina radica en el hecho de que en 
el extremo carboxilo, tiene un dominio similar a los que presentan proteínas regulatorias de 
carácter negativo que se han encontrado en levaduras. Esto último refuerza la alinnación de 
que la función de esta proteína es la de ser un represor maestro, inactivable por la luz, de la 
rula fotomorfogálica (Deng, el al., 1992). 
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GEN KNOTTED-1 
El sen Knotted-1 (JCnl), se ailló a partir de mutantes de malz obtenidu por 

inaerción de transposones. El fenotipo observado en estos mutantes fue el de la alteración 
del desarrollo nonnal de la hoja, ya que lu venas laterales de la hoja no se diferenci111 
adecuadamemeyforman"nudos"(Vollbrechtetal., 1991).La secuencia de Knl revela la 
in-icia de un homeodominio similar al de proteínu de humano (Prl) y ele levadura 
(MATPi), pmentllldo un 35% de homologla con estas protelnu. Lu c:aracteristicas que 
pmentan las plllllU mutantes en el gen Knl, ui como el hecho de que la protána posea un 
homeodominio, IUgiefen que dicho sen regula a gene¡ involucrados en el dnarrollo de la 

hoja del maiz. 

GEN OPAQUE 2 

Este gen se identificó primeramente en base a estudios genéticos en plantu 
de maiz, sin emb.lflo, ae aisló a partir de mutantes producidas por la inserción de 
transposones (Hanings et al , 1989) . Los estudios senéticos indicaron que la mutación del 
gen Opaque 2, ocasionaba una disminución de la acumulación ele proteínas de 

llmacenamiento en la semilla. Estas proteínas constituyen un grupo de polipéplidos solubles 
en alcohol, que se sintelil.811 en el endospermo, entre 1 S y 40 días detpUés de la 
polinización. Estos estudios demostraron que la disminución de las protelnas de 
almacenamiento, se encontraba correlacionada con la disminución de sus AltN mensajeros, 
sugiriendo que dicha mutación alteraba la transcripción de los genes de dichas proteínas. 

El gen Opaque 2 presenta un dominio de unión al ADN simUar al de los 
oncogenes jos y JUll es decir contiene una estructura de cierre de leucina característica de 
dichcs factores de transcripción. La región adyacente a dicho dominio es rica en 
aminoácidos básicos y también es similar a la que se encuentra en los oncogenes 
mencionados y en el factor de levadura GCN4. 

GENESMYB 

Se han encontrado una gran cantidad de genes en plantas que presentan 
homologia a los oncogenes de tipo myb. 

Un encogen es una forma mutada de un gen normal (prolooncogene), el cual 
generalmente se encarga de controlar alglin aspecto de la división celular. Cuando este gen 
sufre alguna mutación, o una desregulación de su expresión, puede producir cáncer, el cual 
se manifiesta por una división celular no controlada y pérdida de la diferenciación. Esta 
desregulación puede ser ocasionada por un virus al integrarse al genoma de la célula o por 
mulaciones ocasionadas por agentes fisicos o químicos. De esta manera, se sabe que los 
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oncogenes myb se expresan en tejido hematopoyético inmaduro y aparentemente participan 

en Ja diferenciación de ese tejido (Sheng-Ong, 1990). 

Los genes relacionados con Jos genes myh realizan una serie de funciones en 

diferentes organismos a través de Ja activación transcripcional de diferentes genes 

(Sablowski et al., 1994). De tal forma, estos genes pueden participar en la diferenciación 

celular (Oppenhelmer et al., 1991), en Ja regulación de vías biosintéticas (Hattori et al., 

1992), o en la respuesta a determinadas condiciones ambientales extremas como el estrés 

hidrico (Urao et al., 1993). 

Ge11Cl 

El gen CJ, aislado de la planta del maíz por inserción de 

transposones, fue el primer gen con homología a oncogenes celulares de tipo myb que se 

describió en plantas. Mediante estudios genéticos se determinó que este gen interviene en la 

regulación de la biosintesis de pigmentos púrpura denominados antocianinas en el grano del 

maíz. El gen C 1 posee una homologla de alrededor del 40% con proteinas de tipo Myb 

encontradas en animales (Paz-Ares, 1987). Esta homología se presenta principalmente en Ja 

región del dominio de unión al ADN, es decir en Ja región que contiene el dominio myb, 

fuera de él, no se encuentra una similitud significativa. 

Sin embargo a pesar de Ja similitud entre dichas protcinas, es improbable que 

posean una función similar en sus respectivos organismos, ya que el gen c 1, regula una ruta 

biosintética que no esta presente en animales (Paz-Ares, 1987). 

Ge11Gl.-l 

Este gen es necesario para el inicio de la diferenciación de estructuras 

denominadas tricomas en las planias Estas estructuras se localizan en Ja superficie de Ja 

hoja, el tallo, y en los pcliolos y sépalos de la flor l.as mutaciones en el gen¡:/-/, afectan Ja 

formación de tricomas. pero no el crecimiento nornldl de la planta, por Jo que se puede 

afinnar que este gen se encuentra rnvolucrado cspec1tic;imrn1c en la regulación del 

desarrollo de dichd:o. cslructuras (Op¡1L'nht·lrner. c1 al. JCNJ) El gen¡.:/~/ presenla un 

dominio de union al AD'.\ tipo m)-t1. !:>Hnilar .11 CJUl' prl'~enta r.J gen e 1 de maiz::. sin embargo, 

al igual t¡uc c:;tc, ÍllL'r:i de dicha región ni1 prL-'.:-l'íllJ hurn11:ugm El análisis de la cx:prc:sion de 

c..·~te gen, indica que s1; ~xprL'~<i en cstipulos, estas t''itnicturas ~arccen de tricomas, lo que 

sugiere que gl~J con1wla la smtt>sis Je una señal que activa la diferenciación de los tricomas 

en la plama (Oppenheimer, et al., 1991) 
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Uno de Jos principales objetivos del estudio de la tolerancia a Ja sequía a 

nivel molecular, consiste en elucidar el mecanismo mediante el cual una planta regula Y 

envía las seftales necesarias para que en respuesta a la sequía, se induzcan grupos de genes, 

cuya expresión, producirá una serie de cambios tanto fisiológicos como bioquímicos en la 

planta que Je permitan adaptarse al estrés hldrico. 

Sistem1s de estudio 

Existen dos modelos principales mediante Jos que se ha abordado el estudio 

de la tolerancia a Ja sequía a nivel molecular, estos modelos son: 

Embriones ele semillas 
En casi todas las plantas superiores, los embriones de 11 semilla, pueden 

soportar potenciales de agua muy bajos, de hasta el 50"/o de humedad relativa (Bartels et al., 

1988). Asl, en cuanto las semillas se ven en presencia de agua, estas son capaces de 

germinar. El embrión de Ja semilla resulta un modelo conveniente para estudiar Jos eventos 

metabólicos, asl como los cambios a nivel molecular que se presentan durante este proceso. 

Además, se puede evaluar el efecto en estos parámetros, de la adición de diferentes 

honnonas tales GA (ácido giberélico) y ADA (ácido abcisico) que se sabe que juegan un 

papel preponderante en la embriogénesis. Una de las desventajas de este modelo es que la 

tolerancia a Ja sequla no la presenta la planta en su conjunto, sino que se encuentra 

restringida al embrión. 

Plantas Je re.l11rrecc1ó11 

Las plantas de resurrección, constituyen un pequeño grupo de plantas 

representadas a todo lo largo de la escala filogenctica, que habitan generalmente en zonas 

áridas Se han encontrado ptincipalmentc en paises como Sudiúiica, Australia y también en 

México. Existen especies de plantas de rcsurrt"Cción que pertenecen tanto a la familia de las 

monocotiledoneas, como a la de las dicotiledoncas. Estas plantas ejercen una función 

primaria en la colonizacion de las rocas Sin embargo, su rarticularidad más sorprendente, 

radica en el hecho de que poseen Ja capacidad de sobrevivir en un estado de deshidratación 

casi total, durante largos periodos de tiempo, y después de rehidratarse, recuperar 

completamente su actividad fisiológica. en un lapso de tiempo muy corto. 
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Un ejemplo de este tipo de modelo, lo constituye la planta de resurrección 

sudafricana, Cralerosllgma p/alllagineum (Clalf, 1971), la cual penenece a la familia 

Scrophulariilcea. Las hojas de esta planta pueden Uegar a soportar una humedad relativa 

del 1% y aún conservan su viabilidad. Estos tejidos recuperan sus propiedades normales en 

un tiempo aproximado de 24 horas después del contacto con el agua. Esta planta posee 

otra característica importante, ya que el conjunto de sus células indiferenciadas, que 

constituyen el "callo", no es tolerante a la desecación, sin embargo, si se trata previamente 

con la hormona ABA (ácido abcisico), el callo si resulta viable al ser rehidratado. De esta 

manera, Craterostigma pla111agine11m, representa un modelo de estudio muy adecuado para 

identificar productos de genes que son importantes para conferir la tolerancia a la sequía. ya 

que se pueden analiz.ar dos tipos de tejidos que a pesar de ser metabólicamente distintos 

poseen la capacidad de recuperar sus funciones normales al ser rehidratados después de 
suftirunadesecación(Bartelsetal., 1990; 1991). 

Genes aislados 

Los experimentos realizados en estos modelos, han pennitido aislar una gran 

cantidad de genes que codifican proteinas inducidas durante la sequía. 

Entre los genes que mejor se han estudiado, se encuentran los genes LEA 

(late embryogenesis abundan!). Se han identificado principalmente como genes que se 

expresan en las et.Rpas de maduración y de desecación durante el desarroUo de la semilla, 

pero se sabe también que se expresan en tejido vegetativo en respuesta a diferentes 

condiciones adversas, como la pérdida de a¡,'lla, el choque osmótico y las bajas 

temperaturas, así, se han identificado este tipo de genes en las hojas deshidratadas de las 

plantas de resurrección (Piatkowski et al., 1990). Las proteínas LEA son de naturaleza 

hidrofilica en base a su composición de aminoácidos, con regiones ricas en lisina. Se han 

clasificado en diferentes grupos o familias (tabla 1 ). Se han propuesto distintos mecanismos 

mediante les cuales actúan para responder a la pérdida de agua, como la sustitución del 

agua que mantiene solvatados a las proteínas y/o la estabilización de las membranas durante 

la desecación (Bray, 1993). 
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Gnipo Mttuill9o propunlo 

1 (familia D-19) Alla capacidad para enlal.ll'se con el a¡¡ua 

2 (familia D-11) Posibles chaperoninas de protelnu que ayudan a 
conservar la estructura celular 

3 (fllllilia D-7) Secuestramiento de iooes que se concentnn durante 
la perdida del agua 

4 (familia D· 113) Reempluamiento del ag111 para conservar la 
estructura de la membrana 

s (familia D-29) Secuestramiento de iones 

Tabla l. Dién:ntai lfUJI05 de prowina LEA (Tomado de Bray, 1993) 

Para demostrar que estos genes son necesarios para tolerar la tequia en una 

planta, se sobreexpresó de forma independiente, proteínas de tipo LEA aisladas de la planta 

de resurrección Craterostigma plantagi11eum (estas proteínas se expresan durante la 

sequla), en plantas transgénicas de tabaco {lturriaga et al., 1992). Sin embargo, aún no se ha 

logrado mejorar la tolerancia a la sequía de una planta sobreexpresando genes que se 

inducen en ella condición. 

Ahora bien, la pérdida de agua en una planta, provoca también un desajuste 

en el balance osmótico de la célula, en el cual, el equilibrio en el potencial de agua dentro y 

fuera de la célula se ve modificado. Para poder compensar este efocto, la célula expresa una 

serie de genes que codifiCllll enzimas involucradas en la síntesis de solutos compatibles con 

el metabolismo u osmolitos, tales como Ja prolina, la glicín-betaina, la sacarosa, lrellalosa. 

llllllitol etc. (Yancey et al., 1992). La presencia de estos osmolilot en el ciloplasma, 
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provoca una diferencia de potencial de agua, y debido a que el potencial en el interior de la 

célula es menor que el externo, es posible que el agua se mueva hacia el interior de la célula. 

FactorH de nnscrlpcl6n y sequ/a 

Ge11GC 19 
En el trigo, el gen denominado GC 19, codifica al factor de transcripción 

EmBP-1, el cual se une a una secuencia conservada de 8 bases (CACGTGGC) que se 

denomina ABRE (Elementos responsivos a la hormona ABA) (Guiltinan et al., 1990). Esta 

secuencia se localiza en la región regulatoria del gen Em, el cual se expresa durante la 

maduración del embrión. Las secuencias ABRE, se encuentran en la mayoria de los 

promotores de los genes que son regulados por ABA, en diversas plantas como el arroz, el 

algodón y otros genes de trigo. Esto sugiere que durante la sequla, ABA funciona a través 

de estas secuencias. Al analizar la estructura de la proteina EmBP-1 se encontró que posee 

un dominio de union del tipo de cierre de leucina. Asimismo, se comprobó que una 

mutación de dos bases en la secuencia que reconoce, no solo impide que el factor se una, 

sino que también reduce la capacidad de la secuencia ABRE para iníluir en la transcripción 

del gen Em. Todos estos datos sugieren que el factor EmBP-1 se encuentra involucrado en 

la respuesta por parte de diversos genes a la hormona ABA (Guiltinan et al., 1990). 

Gen Atmyb2 
El ºgen Atmyb2 de la planta Amhidopsis 1halia11a, es el primer factor de 

transcripción con el dominio de unión al ADN de tipo Myb que se sabe se induce durante la 

sequla (Urao et al., 1993). Este gen no solo se induce por sequía y por altas 

concentraciones de sales, sino que también disminuye su nivel de ARNm al rehidratar la 

planta. 

La estructura del factor Atmyb2 consiste en dos repeticiones imperfectas de 

aproximadamente 50 aminoacidos, ubicadas en el extremo amino terminal, las cuales 
conforman el dominio de unión ~1yb En el extremo carboxilo terminal presenta una región 

ácida de apro-.;imadamente 30 aminoacidos. La comparación de la secuencia del dominio de 

unión de este gen con la de otros dominios Myb, demostro que el gen Atmyb2 es mucho 

mas homólogo al gen AM.140 de Allfmhmum (Jackson et al , 1991 J que a cualquier otro 

gen con este dominio. 

Una caracteristica más de este gen e> que su expresión se induce al aplicar la 

hormona AllA, al igual que otros genes que responden a la sequia 
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De esta manera, las características que presenta este factor de transcripción, 
susieren que controla la expresión de genes que se inducen por sequfa o por una alta 
conc:entrlCión de sales (Urao et al., 1993). 

En base a lo anterior, se plantearon los siguientes objetivos: 
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OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar un sen aislado de la planta tolerante a la sequla Craterostigma 
planta¡¡ineum, el cual presenta homologla por hibridación de ADN, a los oncogenes 
celulares de tipo Myb. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Estlhlecer el mapa de restricción del gen denominado CpMS. 

Subclonar los fra¡pnentos necesarios de este gen para poder obtener IU 

MCUencia. 

Obtener la secuencia de nucleótidos de este gen para comprobar que se trata 
de un ¡en con homolo¡¡la a Myb y comparar su secuencia con secuencias reportadas de 

otroa a-a de la mi11111 clue. 

HIPOTESIS 

Una vez que se obtenga la secuencia de nucleótidos del gen CpMS y se 
conoua su eatructura, es decir, en donde se localiZA el posible promotor del gen, sus 
intrones y exones, y las secuencias consenso que pueda comener, se podria sugerir la 
función y la regulación de este gen dentro del organismo del que proviene. 
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MATERIAL 

c.., 
Las cepas microbianas utlli1.adas pua amplificar el ADN de plúmido, son 

derivadas de E. coli, en especial se utilizaron las cepas DH5a y Top 10 para obtener ADN 
plnl secuenciar, y la cepa HBIOI pn trwfomllr, debido a 111 llta eficiencia. 

ladm•. !Wlricd61t' IHilllkadH 
En seneral. se utilil.lron enmnu de la marca Boeluinaer-Mannheim, o bien, 

New England Biolabs y GIBCO-BRL. Pua obtener la secuencia se usó la enzima 
Seq1*Ue de la marca United Slalea Biochemic:al. 

Rlactiw•ylllwNtn 
Todos los rmctivos utilizsdot fueron de la marca GIBCO-BRL, Sipia, 

Merck o Baker, arado MWltico. 

ME TODOS 

1 Ahla•illl• * ADN 

1.1 ......... IM ................ ... 

El método utilizldo par1 la extra;:ción de ADN de plismido fue una moclilicación del 
método de tilia por delerpnte (llwtilliJA, 1989). A putir de un cultivo de toda 11 noche de 
400 mi. de medio de cultivo LB, se lepal'lrOO laa célulu por centrifupción a 5000 rpm 
durante 1 O minutos a 4 "C en un rotor Beckman JA 1 O. La pastilla obtenida se secó y se 
rnulpendió en 5 mJ de una solución de 25'1o de sacarosa y Tris-HCI SO mM pff 8.0 en hielo. 
Se adicionó 1 mi de una solución de lisozima de 10 mg/ml en Tris-HCI 2SO mM pH 8.0 y se 
incubó S minutos en lúelo. en seguida, se 18fC8MOR 2.8 mJ de EDTA 2SO mM pH 8.0 
incubindote duran1e otroa S minutos . Despues de la adición de 8 8 mi de una solución de 
Tris-HCI SO mM pH 8 O, EDTA 60 mM y Triton X-100 al 1 O"lo, el lisado se centrifuaó a 
18000 rpm dur1nte 1 hora a 4'C en un rotor Beckman JA 20. El sobrenad1nte se removió 
QIÍdadosammte y se precipitó con 6 mi de una solución de una solución de PEG 8000 11 
300/o y NaCI l.S M incubindose durante IS minutos en hielo. Se m:uperó la paatilla despuff 
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de centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos a 4'C. Esta pastilla se secó muy bien y se 

resuspendió en 2 mi de Tris-HCI SO mM, EDTA IO mM y se incubó con RNAasa A (10 

µsfml) a 31"C durante 30 minutos. 

Pollleriormente el ADN se purificó por ultracentrifugación en gradiente de cloruro 

de cesio, de Clla forma, después de la adición de 3.S g de CsCI sólido y 120 µI de 10lución 

de bromuro de etidio 10 msfml, el volumen se completó hasta 4.2 mi. con IOlución de 

rcbandeo ( l .SS g de CsC 1, 600 1118 de bromuro de etidio por mi de solución Tri1-HCI SO 

mM pH 8. O, EDT A 1 o mM). El material illloluble se removió por centrifugación a 9000 

rpm durante IS minutos a 20"C en un rotor Beclunan JA 20. El sobrenadante se llevó a un 

volumen de S.3 mi con solución de rcbandeo y se centrifugó hasta el equilibrio a SO, 000 

rpm durante toda la noche a 20"C en un rotor Beclunan NVT 6S. 

Se obtuvieron dos bandu después del gradiente, la superior que corresponde al 
ADN liMal' bacteriano y al ADN circular de pl'5mido pero con "nicks" mientras que la 
banda inferior corresponde al plásmido circular cerrado (Sambrook et al., 1919). Esta banda 

se e>1trajó con una solución saturada de SSC 20X (SSC IX= O.IS M de NaCI, O.OIS M 

citrato de sodio) en isopropanol, después se precipitó con 3 volúmenes de ::tanol a • 

20'C durante toda la noche. 

U Pnpllnd6• de pU1111k10 a pequela ncala 

Las minipreparaciones de plásmido se reali111ron de acuerdo al método 

alcalino (Sambrook et al., 1989) en el cual las colonias se crecieron en 2 mi de medio de 

cultivo LB con ampicilina durante toda la noche a 37'C. Un volumen de l.S mi de este 

· cultivo se centrifugó a 6000 rpm durante 3 minutos en tubos eppendorf a 4'C, se eliminó el 

sobrenadante y la pastilla se resuspendió en SO µI de una solución Tris SO mM pH 8.0 y 

2S% de sacarosa dejándose S minutos en hielo. Después se agregaron 200 µI de solución de 

NaOH 0.2 N y SOS al 1%, se mezcló por inversión y se dejó en hielo S minutos. 

Posteriormente se agregaron 150 µJ de acetato de potasio S M se mezcló por inversión y se 

esperó S minutos para centrifugar a 13000 rpm durante 5 minutos a 4'C. Se recuperó el 

sobrenadante en un nuevo tubo eppendorf y el ADN se extrajó con una mezcla de 

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se precipitó con un volumen de 

isopropanol, 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M pll S .2, e incubándolo durante 3 

minutos en nitrógeno liquido. Después de centrifugar el ADN a 13 000 rpm durante 30 

minutos a 4°C, la pastilla se lavó con etanol al 70 % y se secó en una centrifuga Speed-Vac. 

Posteriormente se resuspendió en SOµ! de buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 
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mM). Se utilizaron S µI de este volumen para realU.ar digestiones con enzimas de restricción 
y ul entonces poder seleccionar los plumidos recombinantes mediante el análisis de los 
fta¡pnentos resultantes aeparados por electroforesis en geles de agarosa. Elle procedimiento 
1111 utilizó siempre para corúinnar la identidad de lu clonas recombinantes antes de 
lllbclomrlu o de obtener prep1r1eioncs de plásmido a gran ~. 

2. D1111116e de ADN con eedoellCleuu de 
rntricd6a 

Se utiliuron los buffers en los que la enzima pmentaba su mixiJlla actividad de 
-do a la información del fabricante, excepto en loa casos en los que se usaron mezclu 
de enzimu y se usó el buffer m.ís adecuado para ambas. Cuando la digestión no se pudo 
relliz.ar con lu dos enzimu juntu, primero se digirió con una, se extrajo el ADN con fenol, 
se precipitó con etanol y se digirió con la otra enzima. La concentracii>n final de la enzima 
nunca excedió del 10"/e del volumen total para que la cantidld de glicerol no afectara su 
actividad. En seneral. la concentración del ADN en los volúmenes de digestión fué de O.OS-

0.10 "81µ1. Lu digeilionn pequeilu seneralmente se Uevaron a cabo usando 1 unidad de 
enzima por 1'11 de ADN en un intervalo de tiempo de 1-3 horu. En el caso de lu 
dijntiones preparativas se llevll'On a cabo durante toda la noche usando 0.1-0.S unidades 
de enzima por "8 de ADN. Lu diaestiones se detuvieron inactivando la enzima a 6S'C por 
10 minutos o mediante exlrKción con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico. 

J. Se,.nci611 de fl'8a-tos de ADN por 
electrofonsis 

UGdn•ap,_ 

Las fraamentos de ADN de 0.3 a 4.0 Kb se separaron mediante geles 
horizontales de aaarosa al 1%, utiliz.ando el buffer TOE (Tris-borato134 mM, ácido bi>rico 
89 mM, EDTA 2. 5 mM). Estos geles dependiendo del tamallo se corrieron a un voltaje 
1proximad0 de 90-130 vohs. Tanto al buffer de corrida como al ¡¡el se le alladió bromuro de 
etidio a •1na concentración de 0.5 1'111µ1 de modo que los ¡¡eles ya no necnitaban una 
tinción postlrior. El buffer de muestra consistió en 300/o de FicoU, EDTA JO mM pH 8.0, 
de Azul de bromofenol 0.025% y de Cianol de xilano 0.025%. Finalmente, lu bandas de 
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ADN fueron visullizadu en un tnullilurninador de luz UV a 254 nm y fotopafiadu con 
pellcula Polaroid tipo 667. 

4. Ailll•lnto de frtp1t11IOI de ADN 1 partir de 
... de eleetroflreús 

Elle nlftodo 11 utili7.ó pwa recuperar lhr¡pncntoa de ADN a partir de P. de 
llVOIA, liauiendo una modificación del mílodo orisinal (lhllrilp, 1919). Dnpué• de 

lcllnlillcar las buldas de ADN en el 8'I. ntu 11 cortaron con una na~a y loe hpiealoa 
del pi 11 depolitaron en bolau de diililia wn 300 111 de bulfer mE. Ella bolsa 11 colocó 
en una cMlara de electrofomia coa bull'er TBE y el ADN 11 electroelllyó durMte 1 hora a 
un voltaje de 90 V 1proxi~. El ADN 11 liberó de la bolsa aplicando un pulso de 
c:orrienle de 1 O ICIJW!llo• al misruo voluje pero invirtiendo la polaridad. El contenido de la 
bolsa 11 vació en un tubo eppllldorfy la bolsa se lavó con 300111 mú de bull'er, el ADN se 
"'1flio con 111UCla de rtnol:cloroformo:ak:ollol iaoamilico y 11 precipitó coa 1 volumen de 
illOPfOlllllOI y 0.1 volú!Mn de NaAcO 3 M pH 5.2. Finalmente el ADN se reauapendió en 
JO 111 de llull'tr TE. 

5 ClluclM de fn .. ftllw de ADN en ........ 
Loa vectores mú Uliliadoa ¡Nlll ralizar oubclooaciones fueron el pi..mido vector 

pUC 19 (Yanisch-Ptrron el al., 1915), y pBlun:ript (Strllagene cloning systems). Para 
evitar que durante la lipción, los extremos de los vectores 11 lipran _,. ai mi111101, 

rnullando en un alto número de truisformantes no recombinantes, generalmente, 11 trlló el 
vector con fosfallsa alcalina para remover los 111Upc>s fosfito de los extremos 5 · .De eSll 
forma, delpués de una di1n1ión con enzimas de rntricción, 11 calentó la reacción a 65"C 
por 1 O minulo1 para inactivar la «Nima, delpués 11 •1111ó el vohimen del buller de la 
fotlilaaa akalina (Tria-HCI 20 mM pH 8.0, Ml!CI, 1 mN para una ~•ración fillal IX y 

11 adicionaron 5 unidades de dicha enzima, incubtndo11 a 3 T'C durante 1 hora. Detpuél el 

ADN 11 extnió 2 veces coa fenol y 11 precipitó con etanol. 
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Las reacciones de lig1eión se Uevaron a cabo siempre en un . volumen de 1 O µI, 

uúliZlndo una relación equimolar entre el vector y el insetto a u111 concentración de s. JO 

liWlll en Trir.-HCI 50 mM pH 7.6, M¡¡CJ, 10 mM. PEO 8000 5% (P/V), ATP lmM. DTT 

lmM. y 1 unidad de T4 ADN li(J&U. La incub.ción se rcalW> durute toda la noche a 14oC 
ea 11 cuo de extremos no cohesivos, en el caso de extremos cohesivos, la temperatun de 
incublción lW de 2S "C durante 2-4 horu. 

U Tn..r-adk de dhllll c•pe11111n de 
B#fl¡ftllltleo/L 

Para preparar células competentes (Sambrook et al., 1989) se inocularon 100 mi de 
medio LB con 1 mi de un cultivo de toda Ja noche de E. coli DllSa, y ae incubaron durante 
3-4 horu a 37"C hasu una densidad óptica de 0.5 a SSO nm. A nr. O.O., las célulu po1m1 
una densidad aproxirl!lda de Sxlo7 células por mi. Las células se oepararon por 

centrifugación a S,000 rpm durante 10 minutos a 4"C en un rotor Sorvall SS34, para 

retUJpenderlas cuidadosamente en 33 mi de cloruro de calcio O. 1 M e incubarlas en lúelo 
durante 1 hora. Después se centrifugaron nuevamente a las mismu condiciones y se 

l'elllspendieron en 2 mi de CaCJ, 0.1 M, se tomaron alícuotas de 100 µI y se deposi!Mon en 
tubos eppendorf para incubarlos en hielo durante por lo menos 2 horas 1111es de la 

transformación. La eficiencia de trlftlfoD111Ción óptima pata esta cepa ( 1 r:I' transfonnantn 

por l'll de ADN), se presentó cuando las células se incubaron toda la noche, sin embarso. 
también se pueden utiliw células de 2 días de incubación en hielo, pero 111 eficiencia 
decteeea 105 o 1o4 transformantnpor l'll de ADN. 

Para la transfonnación, Ulll alícuota de 100 µI de celulas competentes se mezcló con 
25-SO ng de ADN religado o con 1 ns de vector no cortado, se incubó durante 30 minutos 

antes de someter a las células a un choque tCrmico de 2 minutos a 42"C. Inmediatamente 
después, las úlulas se transfirieron al hielo y se enfriaron por 2 minutos más antos de 

adicionarles 0.9 mi de medio LB e incubarlas durante 1 hora a 37"C con lt!itación 

moderada. De este volumen se tomaron 100 ¡.J y se espatularon en placu de LB con 
ampicilina ( 100 µg/ml), incubándo1e estas ultimas durante toda la noche a 3 7ºC. 

5.J Stlec'ciM de duu l'fto•bi111•tt1. 
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Las clonu rccombinantes fberon identill'*'tl por 11 inacdvlCión del ltllrCldor de 11 
p.pllctosidul (Slmbrook et 11., 1919). LI rqión de policlcmación tllllo en el pUC 19 
COlllO en el'pBluescrip 1e cncuenlFI illlCltldl en file en el IRlinotcido 9 de 11 ftl!ÍÓll N· 

tennillll clll f111 que codillclt el ft'l¡menlo 11 de 11 ll·llllctosidua, de 45 llllinoácidos en 
total. Este ten que es expreMdo por el promotor del pn /ac:, puede 1er inducido por el 

1116Joao de 11 pllc:tOll IPTG, elle compuesto impide que el feprelOI' 1e una 11 promotor 
lle produciéndole ui el píptido ... el cual COll!plemlftt1 1 11111 b-pllctOlidUI 1 .. cull le 

- lido cklnb del lllinoicido 11 " 41. De - fonnl, .. pr9ll!llCil de - llllÍllll 
ICliva en una delenninada clona es detectada por m hlbilidad de hidroliur 11 compuesto X· 
pi, liberando brOlllOdoro indol el Qlll le ollida 1 un compuesto color azul indi¡o. Las 
moWculu de wi:tor que llOlllienln ADN lrsertldo m etta Rsión no pniducen P· 
,.i.ctolidua ICliVI, ya que el m.to rompe el muco de lectura de 11 P·pllc:tosidua. Ali, 
lu coloNal que po.-i vector con inllrlo IWlltM ial:oloru. 

, ................. rMUdi"• 
1.1 M1ta;e ... ADN_ ...... (.,...._llllliq) 

Elle mítodo (F...., 11111 VOlllUn. 191J) n muy eficiea&e p11a mucar 
...... OI llllllOlll de 300 bun, lia tmbqo lllllbim le puede uliliur plFI lhiplentot 
mú lflllClet. La reacción 1e llevó 1 Clbo en un volumen final de 25 tal lo• cualel contenlln 
25·50111 de ADN, el cull • dehe de cllellll durlnle S minutos a 90"C par1 eeparar lu doa 
CldenlA y delplél 11e CllftÚI en hielo, 11 reacción también incluye 6 ,U de Buft'er para 
exlenlÍÓll por mm:l1 de nucleótido1 5X (Dupont, Biotechnology Systems NEN lllnean:h 

Product1), 6 111 de mezcl1 de deoxinucleótidos trifosf1to SX ( (DUpont, BiotechnoloaY 
Systems NEN Rnearch Product1), 20.50 µCi de [ a.l2p] dCTP, y 2 unidades de enzi1111 
Klenow. ll relCción 11e incubó a tempen1ur1 lll!biente dur111te toda 11 noche. 

7 Traasfer•d• S..tlllN 

Loa plea de lill'Oll 11! prepuvon y se corrieron de acuerdo ll l'fOlocolo 
dncrito anteriormente. La foto del 1el se tomó con un1 real• de nwwn t¡11e 11e pudier1n 
identificar lu bandls de hibridlCión en 11111toradiasrafia del 1et. Pm llevar 1 cabo 11 
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~de ADN de una IOla Cllleill 1e liauió el método de Soutbem (Slmbrook et al., 
1919). 111 el cual el ae1 1e dlbe b11W C011 una IO!uQón de HCI O. U M duranlt 1 S minutos, 

fllCI pva ficilitar la~ medianle la depuriniación PU'áal del ADN procluciendo .... mú.,...... 
Pcmerionnente el ,.i 1e lavó dol- con una IOlución de~ NaOH o.s M. 

NICI 1.5 M .._e 30 minutos pan dnnalunlli.- ti ADN. Finllmellte se lllllltlllir.ó COll 

dol lmdol de JO lllinu101111 llDMión Tri1-HCI 0.S M pH H, de NllCI U M. 

UM - Ua&ldo el ... le colocó sobre un 1J011011e loble el que se -..r1 
colocado 1111 papel Whllllllll humedeeido tn una solución SSC 1 OX. Elle papel WllatmM 

.... "' lo lllfidcntcmeme llrlo para estw en '°"""'º '°n un R191'Vorio q11e -nene 
lambio!n soludi>n 10 X SSC (SOO mi ljlrO!ÜINdlmlnle). Despun • coloc:ó 11111 pieza de 
-*- H~-NTM (Alnmlllm) del mismo wna11o del pi, luMdecida en 101ución 
SSC 2X y ala W cubrió con una pila de ~ l 1:111 de tollllu lbealtlllllea. Se 
coloclroll plMlicol de _. que .. Nllr' ti CllllllaCIO Clllre el pipe! Wllllmln y lu 
toaftu lbeorllenlel y ...._.. • colocó un pno de O.S a 1.0 K, pn dlilf la 
~dinltelodalanochl. 

'U BllliWÍMLd6• 

Dnpues de la trwferencia el ADN se fijó a la memllrma medilnle luz 
ultraviolell en un "*"º UV Stl'ltalinker (Strau,me) y después .., dljó MC1F a 

r~rllura ambienle. Ella membnna 1e prehibridó con S0-10 mi de una solución 
que ~enla SOS 0.2%, aolución de Denhardla SX. SSC 2X, y 50 mg/ml de ADN de 
apct'llll de salmón (heMdo previamente durante S minuto• y enliiado en hielo), a una 

t....,.._. de W1C durante 2 horu Una vez terminada la prehibridacióll, • •esó la 
llllllla (her.ida pr~e durlllle S minutos), en 20 mi de la tolución anterior fmu para 
hibridll' durlnle roda la noche a ss<>c. A la membr- te le realizaron 4 lavados, los dos 

prinwros coa 250 mi de \1118 IOlución SSC 4X y SOS al l % y los SÍJUienles lavado1 con 250 

1111 de IOlu<ión SSC 2X y SOS al 1 %. T odo1 ellos lavados fueron de 15 minutos a S SoC. 
1'1ra r-.1a autoradiopllla de 11 membr- te utilizó una pellada Kodak X-OMAT All 
apuella durallle l !!M:lw a -70 "C. 
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8 Secueaclul6n del ADN 

El método que se utilizó pira obtener la secuencia de ADN tUe el de la 
terminación de la caden1, el l1Ual es un método derivado del protocolo ori¡¡inal (Sanaer et 

al., 1977). 

LI llncclHtl ·--la 
Lu reacciones de lleCUencia se llevaron a cabo utilizando ADN olllenido ya 

- por el método de lisis aJCllina, o por el de purificación por aradiente de cloruro de 
cesio. Con eote último método le obtuvieron mejores resultados. El método que le utiliii> 

IW una modificación del método convencional, ya que se utilizó Dimetilsulfóllido (DMSO) 
como alCftle desnatunlizante (Seto, 1990). De eota manera. J 1111deADN1e llevaron a SO 

pi con hull'er TE en un tubo eppendod, 11e desnaturaliz.aron alladiendo 4 pi de NaOH 2 M y 

4 pi de EDT A 2 rnM, incubando a 90 'C durante S minutos. Despue1, ae adi(ionaron 6 ,.J de 

acetato de sodio 3 M, 14 pi de aaua y 160 µ]de etanol, 1e precipitó a temperllura unbiente 
durante 1 O minutos, y 1e recuperó ceatrifupMo a 13000 rpm, a 18 'C durante 20 minutos. 

Posteriormente 1e lavó dos veces con etanol al 70'/o y se secó peñectamente. Una vez listo 

el ADN, 1e apepron 2 pi de hull'cr de reacción 5X, 1 pi de DMSO y 1 pi de primero (2.9 
pmol o 1 O lljl). Se calentó a 6' 'C 5 minuto• y 1e dejó enfriar lentamente hula temperatura 

ambiente. Antes de comenzar la rNCCión de marcado, se prep1raron 4 tubos eppcndorf, 

etiquetados como.O, A, T, y C, y en cada uno se alladió 2.5 µ]de mezcla de terminación y 

0.25 111 de DMSO. Estos tubos se conserv1ron en hielo. Para comenzar con el paso de 

marcado del ADN, se agregó 1 111 de DTT (Ditiotreitol) O. 1 M, 2 pi de mezcla diluida de 
marcaje, 0.S µ]de "S-ATP (10 mCi/ml), 0.5 µ]de DMSO y 2 111 de la enzima Sequenase 

(United States Diochemical) diluida 1:8 con buffer de dilución para dicha enzima Esta 

mezcla se incubó S minutos a temperatura ambiente. Los tubos con la mezcla de 
terminación se deben precalentar a J 7 "C al menos durante 1 minuto. Una vez que terminó 
la reacción de marcado, se transfirieron 3.5 µ]de esta reacción a cada uno de dichos tubos, 

se centrifugó para sincronizar y se incubaron a 37 "C durante 5 minutos. Después de dicho 
l1pso, se agregó 4 µJ de colorante (stop miJ<; 95 % de formamida, EDTA 20 mM, O.OSo/o de 

aiul de bromofenol y 0.05% de azul de cianol). 1e -trifugó un pulao y lu reacciones se 

lllmaceraron como mbimo durante 1 semana a -20 "C. Para cargar en el 11el, lu 

•nuettras se desnaturalir.aron previamente a 10 'C durante J minutos, par1 enfriarlu 
1111ediatarnente después en hielo. 
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l.2Gdle ........ 

rm.-nte, una vez que • tllCOlll11lbln pcdectulente limpiol y librel de 
.-. IOI clol vidriol pn .ulllCia. • tnWon con IOlucionea dillinlu. Al vidrio inf'erior, 
• le ljllieó 11111 llllución ele 5 mi de 111111>1, 150 id de Kido ICilico al 10% y 20 id de MPTS 
(.,.Mlllcril oxipropil trimelOllÍ lillno) E .. mer.cla permite que el pi de llCrilamida • 
-... uaido 111 Wlrio. El vidrio 111perior, ae uató con una 11>lución de SOO id de dimelil 
cliclaco lilano (DDCS) en 5 mi de cloroformo. Estu IOluciones 1e dej11ron secar durlale 20 

n..lot y 1e procedió a preplRf el ¡¡el de Krilamicla. De ma.r. .-.i, • pnparó un 111 
de ICrilamicla al 6%, utilWndo 24 .,_ de urea diiuelta en 14.S mi de 1p1, 

polhriolmentt • llf'lllOll 5 1111 de btdl'er TBE IOX, y 7.S mi de una tolución de 
~lamida (19:1) al 40'/o. Por último 1e lle\<ó a un v""- W de 50 mi y 

- -'a• filtró u....io un plflll Wllllman 1. 
Para iniciar y Cllllizar la reacción ele polimeración de ... wlumln de 

-.JI de acrilamida, • utiliuron 250 id de penulfato de amonio al 10% y 29 ¡11 dfl 
nMED (N,N,N' ,N' • Tetl'lll*il llilendiamiaa). 

Pira llllliw y comparar IUlto la -=uencia de ADN como de la prolelna 
dlducida se utiliz.aron 101 Pf'OIVantU Piltup, COll!flm'e, Tranllate, Futa y Tfula del paquete 
de IOftwse de la Univtrlidad de Wiltonlin (nn-x et 111., 1914). Pira obtener el 

.....,_ .. utilim el proparna CLUSTAL (lfigiN a Sharp, 1971). Ellos projl­

• c:orrieron en una computadora Mll:inlosh Vidl conectada como tmllinal a una 
anputadora V AX. 
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RESULTADOS 

El objetivo inicial de este trabajo, y una de las lineas prineipalea del 

laboratorio, fue el aislamiento y caracterización de factores de transcripción involucrados en 

la rq¡ulación de la expresión de genes durante la sequia. Con este fin se eqó como 

modelo de eatudio la planta de resurrección Craterostigma pla11tagi1w11m. Las ventajas de 

ate modelo de estudio ya se mencionaron anteriormente. 

Con este fin, se realizó un rastreo de un banco genómico de eata planta con 

una llOllda que contenía una región muy conservada de un factor de transcripción para poder 

identificar genes rqulatorios relacionados (lturriap et al., en preparación). La IOllda que 

se utiliID para rulrear el banco proviene del ADN complementario del gen HvS de cebada , 

(Wissenbach et al., 1993). Este gen. posee dentro de su dominio de unión al ADN, dos 

repeticiones impetfectas de alrededor de 50 aminoácidos, con triptotanos altamente 

conservados en posiciones especificas, características tipicas de un dominio de unión tipo 

Myb. La sonda, de una longitud de 640 pares de bues, abarca todo el dominio Myb y una 

parte mb de la región codificante hacia el e>rtremo J '. Para obtener este fragmento, se 

utilizó una enzima del sitio de policlonación del vector, la enzima Ram HI y un sitio de 

restricción Apa 1, el cual se encuentra dentro de la secuencia del gen 

El resultado del rastreo del banco genómico, conjuntamente con el mapeo de 

restricción e hibridación Southem, permitieron la identificación de 6 posibles clonas 

(Jturrilja et al., en preparación) 

De estu 6 clonas, 2 de ellas presentaban un patrón de restricción muy similar, 

ya que al conar con Bam 111, se liberaba un frl(ll11ellto de 500 pares de bases, el cual 

hibridaba fuertemente con la sonda de cebada. Esto hacia suponer que la región homóloga al 

dominio Myb de eatas dos clonas, se encontraba precisamente en dicho fragmento. 

Al 111bclonar y obtener la secuencia nucleotidica del fragmento Barn Hl­

Bamlll de 500 bases de la clona 5, se pudo comprobar que efectivamente, contenia un 

dominio de unión homólogo al dominio Myb. Ello mismo, ya se habla comprobado 

anterionnente para la clona 10 (lturriaga et al, en preparación) denominada como CpMIO 

( Craterostigma plw1tagine11"' Myb 1 O). 

Con el fin de obtener la secuencia completa del gen contenido en la clona 5, 

denominado CpM5, y conociendo de antemano la posible estructura del gen, se 111bclonaron 

dos fragmentos adyacentes, uno en cada extremo del fragmento de SOO bases (figura 11). 
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Figura 11. Mapa de reS1ricción de I• clon• gen6mica 5. La lllngilud lol8I de ,. dona •de 11.5 ~ (Q). El 
significado de las letras es el siguiente: 8& llam HI; E= Eco RI; P.. Psi I; Ss 591 I; X•Xlle 1. Ef 1111119- •-.en .. ,..inflltar• 
muestra una linea que equovllle •un• ~ílobae (Kb). 

En la parte inferiorsemueolra un etll"""" del gen CJ)M5,,__losliliOlltle~-----.,...,, 
poder secuenciarlo. 
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Ambos fi'a¡mento1 1e 111kl011110n en el vector pBluescript SK. El primero de 

ellos, de Bam IU a Sal 1 wn una de lonaitud de 700 pares de bases y ubicado en el mremo 
3' de la clona CpMS, wnticne lo que COllllituye el posible donúnio de transactivación del 
pn. El otro h¡pnento que va de Bam ID a Bam HI, es de 1200 parea de bues de tar10 y 1e 

encuentra en el extremo s' de la clona, contiene el mto del donúnio homólo10 a Myb y la 
reaión coclillcute hlCia el ntremo 5', el inicio de la trwcripción, el lldcr, y el promotor 

(ftpra 11 ). De eata llllllefl. la IOftllitud tOlal de la ~ que le obtuvo ftie de 1551 
pll'.s de b-. ya que no le ~el promotor. 

La deducción de la eslrUCtura del 1en ae hizo en baae al anilisis de la 
leCUellCia, y a la ~ón con la MCUencia de ocros 1enes wn dominio Myb, tomando 
como baae 101 multados obtenido• del 1en CpM 1 O y del ADN complementario del ICll 
CpM7 (ltuniap et al., en prepllllCión). 

La aecuel!Cia pmica del acn CpM5 preaenta tres exone1 intenumpido1 por 
dos intrones de lonaitud diferente (fiaura 12). Ella MCUencia codifica para una protetna de 
lll amlnollciclo1 con un pe11> molec:ular ipl'Oximado de 36.6 KDa. 

El primer eiión wdillcaria una -.iencia de 61 arninokidos y esta ICCUCllCÍI 

<lDftlielle una parte del donúnio tipo M)'b del aen, que wrretponde 1 lu dos terceru partes 
de la primln ~del dominio. El primer intrón de 167 pares de buel de lon¡¡itud es 
precA!C!ido por 11 oei:ueni:il TO al final del primer eiión y cornienz.a con 11 -ia OT. Ella 
NCUC11Ci1 no coincide ~ con el COllMlllD AOffO, sin embqo, 11 timina es el 
ICIPllldo nucleótido mb fi'ecuente (24%) despuél de 11 1denina en el par de bues que 
c11111tiluyen el final del exón (Brown, 1916). Al final del imrón 11e encuentr1 la ~encia 
AGIO, 11 <:Uli CUlllple con el wnsenao encontrado en 11 mayoria de los sene• que codifican 
procefnas nucleares de plantu (Brown, 1986). Además, dicho intrón se encuentra en la 
núama posición que en otros aenn wn homoloB11 Myb de plantas, ya que inicia después de 
la primera bue (guanina) del codón que codifü:a 11 anúnoácido aJicina (Pu-Ares et al., 
1917; Oppenhcimer et al., 1991; Nada et al., 1994). Esto se confirmó con la secuencia del 

ADNc del 1en CpM7 (lturriap et al., en preparación. 
El segundo exón po- una longitud de 130 pares de bases que codifican para 

43 arnino6cidos contiene la otra parte de la primera repetición y la mitad de la segunda del 
domino Myb. El otro intrón, con una longitud de 75 bases, también posee las secuencias 
caracteristicas en 101 extremos donador y receptor de los intrones. 



CAGACA'IGAl\CCJ\ACAGCAGGTTAAAGTTTCCAAGAACAACAAGCAAGTTAATAACTGTG 60 
DMNQQQVKVSKNN KQVNNCE 

AAGACGATGATGATTCTTCGGACCTCAGAAGAGGACCTTGGACTGTTGATGAAGACTTCA 120 
DDDDSSDLRRGPWTYDEDFT 

CACTCATCAACTACATCGCTCACCATGGCGAAGGAAGATGGAACTCTCTTGCACGTTTCG 180 
LI NYI AHHOl!ORWNILARFA 

CTGOTAATAATAATAAGACATATTTATATTACATGTACACACAGAGAGAGAGAGAGAAGA 240 
G-

GTAGTGCATGGATATGGATCCTATTTCCTTTGTCCGTATTGAAAAAGAGGAAAAGGAAAA 300 

AGAACACAAACTCAATTATAAAGTGATCllAGTGGCTTCTGAGAAAAAAAGGGCTAAAGGA 360 

AACJIAGGGAAGATCTTATTTTTTTTGTTTTACTTTCTACTAACTTTTTGCATCGATCGC! 420 

!!GCCTGAAACGAACTGGAAAGAGCTGCAGATTGAGATGGTTAAACTACTTGAGACCCGAC 480 
LKRTGK8CRLRWL NYL RPD 

GTTCGTCGAGGAAATATCACACTCGAAGAACAGCTTCTCATTCTTGAACTCCATTCTCGC 540 
YRRONI TLEEQLL 1 LELHIR 

TGGGGCAATAGGTACACGTCATAACATACTTACTGTAATAACATATGATCAAAAGAAACT 600 
WGNR-
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AATATTTGCAAGAATTAAATCCGTAGGTGGTCGAAGATTGCCCAACATTTGCCTGGAAGG 
-WSKIAQHLPGR 

ACGGACAATGAGATAAAGAACTACTGGAGAACAAGGGTCCAAAAACATGCCl\J\ACAGCTA 
TDNE 1 K NYWR TRVQKH A KQ L 

AAGTGCGACGTCAACAGCAAACAGTTCAAAGACAéCATGAGATACCTTTGGATGCCAAGA 
K CD V NS K Q F K D T M R Y L WM P R 

TTGGTCGAGAGGATCCAAGCTTCCGCCACCACCGACGACGGAGCACCGCCGGCGGTGGTC 
LVER IQASATTDDGAPPAVV 

TCCTCGCCGTCGTCCGCCATGAATACAGCCTGCTACACCACTGCCATGGCTGCAGGCGAT 
SSPSSAMNTACYTTAMAAGD 

CACCGTCGTCACTTTATGCTGATGCCACAGTATTACGCGACGACGACGACGACCCACAAT 
HRRQFMLMPQYYATTTTTLN 

AATTCGATGATCGCCCAAGAAAATTCGAGCACCGTGGCCTCGTCGGAATCTTTTGGCAGT 
N S M 1 A Q E N S S T V A S S E S F. G · 8 

CTTTCTTCTGAACTAACGGCGGAGGCCAACTACGCTAACTATCACCGAGTAATCAACGGC 
L SS E L·T·A:e;·A:N A.N·Y H. R.V 1 N .G 

GCCGATCACCAACAGATTGACTCCTCGACGACTTCCTATGGTTGGCAGAACTGCGCAGTC 
A o HQ Q'l•;D?Sfs;:,T-:,T.S;Y\-G;W_QN e A V 

GGAAATAATGGAAA~TCCGACCAA~TA:G¿:TGci~;~TTciCGGATClATCGGCGGAGCAAT 
G N N G N. S O Q L G M G F. A· O O R · R S N 

- ::~· . . 

GAACAGTGG!\TGATGATGACGGACGACGTCGTCGATAATGGTGGATCGTCGGATCAAGAC 
E Q W M MM T D O V V D.N G G S S O Q D 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 



AACAACTTGTGGAATGTGGATGACGTGTGGTTCTTACJ\ACAGTTCAGCAGCTGCTTTTAG 1320 
NNLWNVDDVWFLQQFSSCF. 

ATATAAGAAATAGAACCACCATTCAAGGACGTACGTTATGATTGJ\ATATTTAATGATCGA 1380 

TTACTATACATGGTTTAATTATT~TCAAAAACCCTAGAAGTGAl\ATAGATGTAA 1440 

Sellll de 
poli9denileción 

TATTCTTGAAAAAAMAAAAAAATTTTTGTAAGCACGTGTTTTTATTTTTCTTTCTTCTT 1500 

ATTACTTGGTATAATTTGATCTGAATAAGATATATACCTCACGTCGAC 

Figunl 12. Stcuenci. del gen Cj!MS de ~ ..... ,,,.,,,.,.um. 1.11 longllud loltl de 11 
oecuoncil que • ollluvo !uf de 15!18 bl-. l1 lrlducci6n propunl1, - en kMI dislintoo lllln:OS de 
,.cture 1e encuentr• en la parte de 1bajo. El proMble Inicio de la transcripción (ATO 6 M en el caso de 
1mino6ddol) ... - por lttros rMllrcldlS. En la r11111r11....- se Indican los"""'" de - qua 
-n 11 lnldo r ti - di los - (GT r AG rwspedlv...-e). loo 1m1no-..- conronn1n el 

-llom6logo• llfl> ---·· 
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En lo que se refiere al último exón, el más largo de los tres, posee una 
10CUenci1 que codifica para 230 aminoicidos, incluyendo los 27 aminoácidos restantes que 
conforman el donúnio homólogo a Myb, y la otra parte de la región codiflcante, la que 
probablemente constituye la rCMión de transactivación del gen CpMS. El final del gen eata 
delimitado por un codón de terminación en fue (TAG), ubicado en la posición 1320 de la 
11CUencia. Ademú, 80 basn del¡>Uff de este codón de renninac:ión, se encontró una posible 
Nllal de poliadenilación (AATAAA). 

La comparación a nivel de ADN entre los genes CpMIO y CpMS, -• 
que po11m1 una enorme similitud a lo lar110 de toda la secuencia, presentando un 98% de 
identidad. Lu principales diferencias se obleNan en las resi<>nes que corresponden a los 
inlrones (Fi&W'a 13). Esto era de espcrane, ya que ambos genes poseen un mapa de 
mrrkción similar pero no idéntico, en donde una de las principales diferencial, es la 

iw-icia de un sitio Xba 1 en la l'ejión del promotor del gen CpM 1 O, el cual no se 
encuentra en el CpMS (lturri1p el al., en preparación). 

Para deducir la proteína del 11en CpMS, se tradujo la MCUencia en los 
distintos marcos de lectura posibles (fi&ura 14 ). La secuencia de las dos prolelnu deducidas, 
es casi idéntica, a excepción de cuatro residuos que se encuentran en la región que 
corresponde al dominio de lranaactivación(fi¡¡ura 1 S ). Es de hlcerse notar la substitución en 
CpMS de un residuo de licido upirtico por peina, ya que esto implica la perdida de un litio 
potencial de fosforilación, de 1a1erdo al consensu (Sff)XX(E/D) (Pemsan & Kemp, 1991). 

Cuando 1e compara la región anúno-lerrninal de la proteína deducida del 11en 
CpMS, con los dominios tipo tr1yh de genes de animales, plantas e insectos (fi¡ura 16), se 

puede apreciar que dicho 11en presenta las dos repeticiones imperfectu de S3 y S 1 
amino6cidos respectivamente. Lu repeticiones 1 y 2 en genes de plantas equivalen 1 las 
repeticiones 2 y 3 de los genes myb de animales. Dentro de estas repeticiones, 1e encuentran 
tres triptofanos separados entre 18 y 19 anúnoácidos. En el caso de la tercera repetición de 
la mayoría de los genes myh de plantas, una fenilalanina substituye al primer triptofano 
conservado. Sin embar¡¡o, exi11en varios genes como el gen C 1 de maíz (Paz-Ares el al., 
1987). el Atmyb2 de Arabidopsis (Urao et al , 1993). y los genes Arn 305 y Am 340 de 
Antirrltinum (Jackson et al., 1991). que en vez de triptofano o fenilalanina contienen una 
isoleucina, la cual, al ijlUal que los aminoácidos anteriores, posee un carácter no polar. Elle 
es el caso también del 11en CpMS y también del gen CpM 1 O (fisura 16). 
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1 50 
CpmlO AC~Cl\CGT CC~CTTl\G TGATGMGTC 1tMJ\AATl\TC. AGTCl\~GG 

epm5 ...................................... .. 
Cpm7 ................................................ .. 

51 .- • > . . . 100 
CpmlO GMTATAATA TATATGTTTT TATATMTGA WACTl\TTA TATGATAAM 

Cpm5 .............................. ,;;.-;·;,·; .. . 
Cpm7 ••••••••••••••••••••• ~-•• ~o·.;-¡~.·.~· •• · • • "o ••• ~ •• ;··~ ••• ;·. 

; '', .;: ' ' ·:,' ' ; < 4, ~ , " .. -

101 .· ·- 'i _- .. ' --;.0 -:-~t:.:: .. );,:'' ':~f.,:~,~:~:.~.:_:. __ .:~.'..-.::.:.-~ 150 
C¡>111lO AAGAAATGM GCTAGAGllGC AGAGCATcCA· TTTCJ\ACACG GTGAAGTAAG 
epas .................... ... ; .. ;·;;;··:; ...... ;;; .; •• -.... .. 
Cplft7 • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • :; ·.- .... ~-';;· ..... :·>; ¡ ~; .. :~ ~ ~- .··~ '• "'.:~~-~~'j-· ~ ; .• ; •• 

1s1 -~ ·{.:{~/}·;~:·;· ~;:~/:)~:-:::>~:~ :-.-~-:~ -~·;::"~ · ~-Oó 
CpmlO AAAGTCJ\AAG TGTCAAACTT Cl\AAGCGCTC A¡;,.GGGTMT GAN.éiMt.TA 

Cpm5 "'"'"'" .,.,,,,,., "''"'"'' .-;·;,;·;;;;;, 
Cpon7 ,. .. , .... , ...... • •; • • >•; ;;,; ,·;·-:· ;, ;., ;;; '·;" :;_;", "' 

C)>lllO 
c.-5 
Cpm7 

201 . . . "':;: <•' ' . ':{ ,;: ; . 250 
ATAATMTAT TGCTTCAMG CTTTAMGTG. CGTGCGTGCT. TTATTAGTAC 

-'-·'' ' -. - ' - -... -. . '-. ' ~ ·- -,, " . '· -. - - . . . . , 

~~~ ............. -~-~/.~;~.~:~~-~:: ;:J~~-:I::!~;~~ ·~·-:.: -·5~,~ .. ·~~-:, ·-: ~~:~::::~-~~ i~~ 
Cpel O AT1tMJ\AATT TGCATATTAT ATArrtTAACT 'GAAACTGCTA. TTATTCTCAT 

CpmS • ••.,, •• ,·.··,,,,,,••,o, •,,,.•o o,• •, • •'•'•, • • • 
Cprn7 •••••••••••••••• .--.:;-~.'.,; ••••. ~·.- .-.,~.;· •••• :'_;·;· •••••• ;. 

301 ,,,;. ,- ·- :"' -- ·· ·····;:f; .. 3so 
Cpml O CTCTCTCTCT CTCCACCATT. TTCAAACATC TCTGTCTCTC TCTCCATCTC 

Cpa5 •••••• -. • • • • •••••••••• -•• ~. -•••••• 
Cpm7 •••••• : • ••• ;, ••• ;-•• • .-~:. ,· ••• ~ •.•• ; •• -. ••• · ••••• ·--; • •• •. 

351 '· . 400 
CpelO TCTATGCTCT ,_CCCTCTCTCC ATTTTCCCAT CTATATAAAG CCCCACAcTC 

CpmS •••••• •••• - ••••• •• •. • ,;¡ •• • 1 •, • •••• •••••• 
Cpm7 ••••• ; •• ;._·· ••• -~ ••• · ••• _,.,¡.,,·;_. •••••. ,-•• ·; •• 

401."; ' .. · . . · ... -.,_.· .. -.;.···· 450 
CpmlO A~TTAATC CTTCTCCTTA ATAATCTATC TCATCTCCCC ATCCl\TGAAA 

CpmS •• ••• o.••• • • ,-•••• ~ • • • • •; • • .-. • .·; • •·• .- ~; • • ~ • ·, .-, • • • • • ;. • 
Cpm7 ·, .-.... • .••• ~- .• ~ ~ -........ -:. ,MGCTTTCA A~~c~~~TAA AGCATCAGCT 

451 . ; . ' . - ·. . ' . . . . 500 
CpmlO AGCTTC~C CCTTATAAGG Cl\TCAGCTTT TTCTTGTCCT TTTTTATATC 

CpaS • •. •. • • • •'• • • + • ••• -. • •' • ~ •'• • f • • ¡-¡,·. • .-, • • • • • • • • • • • • • • • • 
Cpm7 TTTTTCATTG TGCTCTCATC AAT~TCAT Cl\GTTTCCTT TTTATATTTC 

501 .-- " ' ,. . .,.,,- .. -,. 550 
CpmlO TCTTMATCT TTATACTATT l\TTCAÁGGM GMGAAAATA CAGACl\TGM 

CpmS • • ••••• •,, • "• 1, ¡, ••• '• + + +,, t +. + , , •• •• , •• , CAGACATGAA 
Cpm7 TTACATATCT TTATATTAGT l\TT~GGM GMGAAAATA Cl\GACATGM 

$0 



551 600 
cp¡olO CCMCllGCAG ••• GTTAMG TTTCCAAGM CMCAAGCM GTTMTAACT 

Cpe5 CCMCllGCAG ••• GTTAAAG TTTCCAAGM CMCAAGCM GTTMTMCT 
Cpm7 CCMCAGCAG GTTGTTAAAG TTTCCAAGAA CAAGCA, ••• , ,AATTAACA 

601 650 
CpllllO GTGMGACGA TGATGATTCT TCGGACCTCA ~GGACC TTGGACTGTT 

CPlll5 GTGMGACGA TGATGATTCT TCGGllCCTCA GMGAGGACC TTGGACTGTT 
Cpm7 GTGMGACGA TGATGATTCT TCGGACCTCA GMGAGGACC GTGGACTGTT 

651 700 
CpalO GATGllAGACT TCACACTCAT CAACTACATC GCTCACCATG GCGMGGAAG 

Cpe5 GATGMGACT TCACACTCAT CAACTACATC GCTCACCATG GCGMGGAAG 
Cpm7 GATGMGACT TCACACTCAT CAACTACATC GCTCACCATG GCGMGGMG 

701 750 
CpmlO ATGGMCTCT CTTGCACGTT TCGCTGGTM TAAT/\AT ••• ACATATTTAT 

Cpm5 ATGGllACTCT CTTGCACGTT TCGCTGGTAA TMT/\ATAAG ACATATTTAT 
Cpm7 ATGGMCTCT CTTGCACGTT TCGCT. • • • • • ••• ,. • • • • • •••• • •••• 

751 800 
CpmlO ATTACATGTA TATACACAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA GAGAGAGAGA 

cpm5 ATTACATGTA CACAC •• ,.. • , •••• , • • • , • , •• AGAGA GAGAGAGAGA 
Cpm7 ••• , •••• , • • •••••• , •••••••• ,. •• , ••• • ••••••••••• , • •. 

801 850 
CpmlO AGAGTAGTGC ATGGATATGG ATCCTATTTC CTTTGTCCGT ATTGA/\AMG 

C1>1115 AGAGTAGTGC ATGGATATGG ATCCTATTTC CTTTGTCCGT ATT<JMAAAG 
c.,..1 ................................................. . 

851 900 
CpmlO AGAllAAAGGA AAAAG/\ACAC AMCTCAATG ATAl\AAGTGA TCMGTGGCT 

Cpo15 AGGM/\AGGA AAAAG/\ACAC AAACTCMTT AT ./\AAGTGA TCM.GTGGCT 
Cpm7 •••••••••• "•••••••• •••••••••• ,.,.,.,. •• 

901 950 
CpmlO TATGAGAM. • 1 • •, 1 1 1AA AGGTCTAAAG GAAAAATCTT A.TTTTTTTTT 

Cpm5 TCTGAGAA/\A AAAGGGCTM AGGAAAC/\AG GGMGATCTT ATTTTTTTTG 
Cpm7 •• , •• , •• ,, •• •.,., •. • , , •. • ••• •. • • • •• •, •• • ,. • • •,., •• 

951 1000 
CpmlO TTTTTAATTT CTACTAATCT. TTTGATCGAT CGCAGGCCTG AAACGMCTG 

CpmS TTTTAGTTTC TACTAACTTT TTGCATCGAT CGCAGGCCTG A/\ACGMCTG 
Cpm7 • • , , • , • , 1 , ••• , , , , , ·¡ • • • , , • , • , , , •• • , GGCCTG AAACGAACTG 

1001 1050 
Cpml O GAAAGAGCTG CAGATTGAGA TGGTTGMCT ACTTGAGACC CGACGTTCGT 

Cplo5 GA/\AGAGCTG CAGATTGAGA TGGTTAAACT ACTTGAGACC CGACGTTCGT 
Cpm7 GAAAGAGCTG CAGATTGAGA TGGTTAAACT ACTTGAGACC CGATGTTCGT 

1051 1100 
CpmlO CGAGGAAATA TCACACTCGA AGMCAGCTT CTCATTCTTG MCTCCATTC 

CpmS CGAGGAAATA TCACACTCGA AGAACAGCTT CTCATTCTTG MCTCCATTC 
Cpm7 CGAGGAMTA TCACACTCGA AGAACAGCTT CTCATTCTTG MCTCCATTC 
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1101 1150 
CpmlO ACGTTGGGG<: MTAGGTMT TTATATACAC ATACGCACGT CATAACATAC 

Cpm5 TCGCTGGGGC MTAGGTA, , •••• , , • • • • ••••• CACGT CATAACATAC 
Cpm7 TCGTTGGGGC AA ••• • , , • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • " • • • 

1151 1200 
CptolO TTACTGTMT AACATATGAT CAAAAGAAM TTMTCTTCA CMCGAMCT 

Cpm5 TTACTGTAAT AACATATGAT C/!AAAGIWIC TAATATTTGC AA ••• GMTT 
Cpm7 ................................................ .. 

1201 1250 
CpmlO AMTCCATAG GTGGTCGMG ATTGCCCMC ATTTGCCTGG AAGGACGGAC 

Cpm5 AMTCCGTAG GTGGTCGMG ATTGCCCAAC ATTTGCCTGG AAGGACGGAC 
Cpm7 •••• , • , TAG GTGGTCGMG ATTGCCCAAC ATTTGCCTGG AAGGACAGAC 

1251 1300 
CpmlO MTGAGATAA AGMCTACTG GAGMCMGG GTCCAAAMC ATGCCAAACA 

Cpm5 MTGAGATAA AGMCTACTG GAGMCMGG GTCCAAAMC ATGCCAAACA 
Cpm7 MTGAGATAA AGMCTACTG GAGMCGAGG GTCCAAAMC ATGCCAAACA 

1301 1350 
CpmlO GCTAMGTGC GACGTCMCA GCAAACAGTT CAAAGACACC ATGAGATACC 

Cpm5 GCTAMGTGC GACGTCMCA GCAAACAGTT CAAAGACACC ATGAGATACC 
Cpm7 GCTAAAGTGC GACGTCMCA GCAAACAGTT CAAAGACACC ATGAGATACC 

1351 1400 
Cpml O TTTGGATGCC MGATTGGTC GAGAGGATCC AAGCTTCCGC CACCACCGAC 

Cpm5 TTTGGATGCC MGATTGGTC GAGAGGATCC AAGCTTCCGC CACCACCGAC 
Cpm7 TTTGGATGCC MGATTGGTC GAGAGGATCC AACGTGCCGC CJ\.CCACCGAC 

1401 1450 
Cpml o GACGGAGCAC CGC •••••• e GGCGGTGGCC TCCTCGCCGT CGTCCGCCAT 

Cpm5 GACGGAGCAC CGC, ••••• C GGCGGTGGTC TCCTCGCCGT CGTCCGCCAT 
Cpm7 GACGGCGCAC CCCCTCTCGC GTCCTCCGCC TCCTCGCCGT CATCCGCCAT 

140 l~O 
CpmlO GMTACAGCC TGCTACAGCG CTGCCATGGC TGCAGGCGAT CACCGTCGTC 

Cpm5 GMTACAGCC TGCTACACCA CTGCCATGGC TGCAGGCGAT CACCGTCGTC 
Cplll7 GMTACAGCC TGCTACAGCA CTGCCATGGC TGCAGGCGAT CACCGTCGTC 

1501 1550 
CpmlO AGTTTATGCT GATGCCACAG TATTACGCGA CGACGACGAC GACCCACAAT 

Cpm5 AGTTTATGCT GATGCCACAG TATTACGCGA CGACGACGAC GACCCACAAT 
Cpm7 AGTTTATGCT GATGCCACAG TATTATG,., ••• CGATGAC GACCCACAGT 

1551 1600 
CpmlO AATTCGATGA TCGCCCAAGA AMTTCGAGC ACCGTGGCCT CGTCGGMTC 

Cpm5 AATTCGATGA TCGCCCAAGA AMTTCGAGC ACCGTGGCCT CGTCGGAATC 
Cpm7 AATTTGATGA TCGCCCAAGA AMTTCGAGC ACCGTAGCCT CGTCGGAATC 

1601 1650 
CpmlO TTTTGGCAGT CTTTCTTCTG MCTAACGGC GGAGGCCAAC TACGCTAACT 

Cpm5 TTTTGGCAGT CTTTCTTCTG MCTAACGGC GGAGGCCAAC TACGCTAACT 
Cpm7 TTTTGGCAGT CTTTCTTCTG AACTCA. , • C GGAGGCCAAC TACGCTMCT 

1651 1700 
CpmlO ATCACCGAGT AATCAACGGC GCCGATCACC AACAGATTGA CTCCT,, .CG 

Cpm5 ATCACCGAGT AATCMCGGC GCCGATCACC AACAGATTGA CTCCT, , , CG 
Cpm7 ATCACCAAGT MTCMCGGC GCCGATCATC AACAGATTGA CTCCTCGACG 
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1701 1750 
CpllllO ACGACTTCCT ATGATTGGCA GAACTGC,,, , , , , , , , •• G CGGTCGGAAA. 

Cpm5 ACGACTTCCT ATGGTTGGCA GAACTGC, , , , , , , • , , • , G CAGTCGGAM 
Cpm7 ACGACTTCCT ATGGTTGGCA GAACGACTTC GCAATTAATA CTGTCGGAM 

1751 1800 
CpmlO TAATGGMAT TCCGACCAAT TAGGGATGGG TTTTGCGGAT GATCGGCGGA 

CJ1115 TAATGGAAAT TCCGACCAAT TAGGGATGGG TTTTGCGGAT GATCGGCGGA 
Cpm7 TAATGGAAAT TCCGACCAAT TAGGGATGGG CTCTGTAGAT GATCGGCGGA 

1801 1850 
Cpin10 GCAATGAACA GTGGATGATG ATGACGGACG ACGTCGTCGA TAATGGTGGA 

Cpm5 GCAATGAACA GTGGATGATG ATGACGGACG ACGTCGTCGA TAATGGTGGA 
Cpm7 GCAATGAACA GTGGATGATG ATG, • , , , • G ACGACGTCGA TAATGGTGGA 

1951 1900 
CpalO TCGTCGGATC AAGACAACAA CT., ,TGTGG AATGTGGATG ACGTGTGGTT 

Cpm5 TCGTCGGATC AAGACAACAA CT ••• TGTGG AATGTGGATG ACGTGTGGTT 
epm7 TCGTCGGATA AAGACAACAA CTTGCTGTGG MTGTGGATG ACGTGTGGTT 

1901 1950 
CpmlO CTTACAACAG TTCAGCAGCT GCTTTTAGAT ATACGAMTA GAACCACATT 

Cpm5 CTTACAACAG TTCAGCAGCT GCTTTTAGAT ATAAGAAATA GAACCACCAT 
Cpm7 CTTACAACAG TTCAGCAGCT GCTTTT.l\GAT GGAAG •• ,., , •• CCACATT 

1951 2000 
Cpml O CAAGGGACGT ACGTTATGAT TGAATATTTA ATGATCAATT ACTATACATG 

Cpm5 TCAAGGACGT .l\CGTTATGAT TGAATATTTA ATGATCGATT ACTAT.l\CATG 
Cpm7 CAAGGGACGT ACGTTATGAT TGAA.ATTAA .l\TGATCG,., •• , , , , ,ATG 

2001 2050 
CpmlO GTTTAATT.l\T TTAAT.l\MTC AMAACCCTA GAAGTGAMT AGATGTAATA 

Cpoi5 GTTTAATTAT TTAAT.l\MTC AAAA.l\CCCTA GAAGTGMAT AGATGTAATA 
Cpm7 GTTTAATTAT TTAAT.l\MTC AAAAACCCTA GAAGTGAAAT 11.GATGT.l\MT 

2051 2100 
CpmlO TTCTTGAAAA .l\MA..l\MAM 11.CTTTTTGTA AGCACGTGTT TTTATTTTTC 

Cpm5 TTCTTGAAM .l\MA..l\MAM 11., TTTTTGTA AGCll.CGTGTT TTTATTTTTC 
Cpm7 TCTT, , • • , • , • , • GMAAA ACTTTTTGTA AGCACATGTT TTTTTATTTT 

2101 ' 21~0 
CpmlO TTTCTTCTTA TTAC:TTGGTA TAATTTGATA GAATGAAMC TGAATAAGAT 

CpmS TTTCTTCTTA TTA.CTTGGTll. TMTTTGATA GAMGGMAC TGAATAAG,, -
Cpm7 TCAAAAAAAJ!4. AAAAAAAAAA • , , ••• , ••. , , • , , , ;·,;-,\ •• ~o: ... ,-,-. 

2151 ')_'2200 

CpmlO ATATATACCT CACGTCGACG GAGAAMTTA TGGCGAATAG TTTTll.GGGTT 
Cpm5 ATATATACCT CACGTCGAC, , • , , ••• , , • : , • • •• • o , , o 

Cprn7 , •,,o,•••• , ,,, , o 010:. 

~m ~o 
Cpml O TATTTGAGTA TAATMTll.TA TGTTGGAGAT GGAAGCGCAT AATAATTGAT 

g~:; :::::::::: :::·:::.::::-· ;:-:::-::::-:- :::::::::; :::::::::: 
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CpmlO 
cpm5 
Cpm7 

CpmlO 
Cpm5 
cpm7 

CpmlO 
Cpm5 
Cpm7 

2251 . ' 2300 
TCCACCAGCT TTGTATAATA .GTCTTTGTTG TTGTTATTT TAATATATAT 

.......... ····················· :•·········. ·········· . ·: .· _. ~ •..•....•...• -. ·.>. ' ..•.•• 
'. _, 

2301 ' . ·;· ... · . . . . ,' ', 2350 
TCGCTACTTT GTGGAATTTG GAGN:ATAAT T GGGAATGA ACCANTTAAA ... · .. ~- ... ;-

. . - .. , ...................................... ·········· 
2351 ' 2 84 
GCTMGCTTC ACATCGTTTA ATTCTAGATT A G 

1 

Figura 13. Comparación entre las secu~ias obtenidas de los genes CpM5, 
CpM10 v CpM7(ADNc). P•ra mejom la comparación, Introdujeron espacios dentro de IH 
aecuenc11s. Como M puede observar, si existen diferanci s entre los tres genes.LA m•JOria de 
estH diferencias, aunque no todas se p<esen1an en los 1111ro es. Obvl•meme la secuentia del Qen 
CpM7 no contiene lntrones, por lo que presenta una gran ntldlld de espmcios introducido$. Asl 
milll10, 11 secuencia del gen Cpm5 no con1iene la región del lder, mien1ras que I• de los otros dos 
genn1i. 
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DIYLTS 
RYIPHV 
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au MG ATA TAT M:C 'l'CA CGT CGA e 

1542 1551 

Flg,,,. 14. En 991• figura• p1Hent1n los dile,,.........,,.,. Clll ledul'll que puede 
lenef I•-~del gen CpM5. El maroode Jea.... oonwcto.., encuentr1111111r.,9do. 
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1 u 
Cpm7 MllQWWl<VS Kll.KQINS.E ODOOSSOLRR GPWTVDEDFT LINYIAllHGE 

CpmlO MllQWV!(V. S KllNKQVNNCE ODDOSSDLRR GPWTVDEOFT LINYIAllHGE 
Cpm5 MllQWV!(V. S KNNKQVNNCE ODDOSSDLRR GPWTVDEDFT LINYIAHHGE 

51 100 
Cpm7 GRllNSLARFA GLKRTGKSCR LRWLNYLRPD VRRGNITLEE QLLILELHSR 

CpmlO GRllNSLARFA GLKRTGKSCR LRWLNYLRPO VRRGNITLEE QLLILELHSR 
Cpm5 GRWNSLARFA GLKRTGKSCR LRWLNYLRPO VRRGNITLEE QLLILELHSR 

101 150 
Cpm7 WGNRWSKIAQ HLPGRTDNEI KllYWRTRVQK HAKQLKCDVN SKQFKOTMRY 

cpmlO WGNRWSKIAQ HLPGRTDNEI KllYWRTRVQK HAKQLKCOVN SKQFKDTMRY 
Cpm5 WGNRWSKIAQ ffLPGRTONEI KllYWRTRVQK HAKQLKCDVN SKQFKDTMRY 

151 200 
Cpm7 LllMPRLVERI QRAATTOOGA PPLASSASSP SSAMNTACYS TN4MGDHRR 

cpmlO LWMPRLVERI QASATTOOGA PP •• AVASSP SSAMNTACYS AAMAAGDHRR 
Cpm5 LllMPRLVERI QASATTDDGA PP •• AWSSP SSAMNTACYT TN!MGDHRR 

201 250 
Cpm7 QF1'1LMPQYYA MTTHSN • • LM IAQENSSTVA SSESFGSLSS ELT.EANYAN 

CpmlO QF1'1LMPQYYA TTTTTHNNSM IAQENSSTVA SSESFGSLSS ELTAEANYAN 
Cpm5 Qfl!LMPQYYA TTTTTHNNSM IAQENSSTVA SSESFGSLSS ELTAEANYAN 

251 300 
• Cpm7 YHQVINGAOff QQIOSSTTTS YGWQNOFAIN TVGNNGNSDQ LGMGSVODRR 
CpmlO YHRVINGAOH QQIOSSTT.S YDWQN •••• e AVGNNGNSDQ LGMGFADDRR 

Cpm5 YHRVINGAOH QQIOSSTT.S YGlfQN •••• e AVGNNGNSDQ LGMGFADORR 

301 335 
Cpm7 SNEQllllM400 •• VDNGGSSO KDNNLLWNVD DVWFLQQFSS CF 

CpmlO SNEQ-0 OVVDNGGSSD QDNN. LWNVD DVWFLQQFSS CF 
Cpm5 SNE~D DVVONGGSSO QDNN.LWNVO OVWFLQQFSS CF 

Flgunl 15. COmplná6n entre In proleínH deduadn de• genes C¡>M5, CpM7 
r CpMIO. Pn mejOrar el lllnHmienlo, M Introdujeron etpkios dentro de 111 MCll9fte:l11. 



lllp9llciOll 2 
1 ~ 

Dul LKKGKliTQEEOEQLLKAYEEHGPHWSU SMOIPG •• RTDQCAKRYIEVLGPG 
~ LIKG?WTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGi<'QCRERWHNHLNPE 

~ ;:.IKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE 

CllillJb LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIJl.KHLK. GRIGKQCRERWKNHLNPE 

~ LIKGPWTKEEOQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLHPE 

...... LVKGPWTKEEDQRVIELVKKYGTKQVI'VIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE 
~ LIKGPWTRDEDDMVIKLVRNFGPKKWTLIARYLN.GRIGKQCRERWHNHLNPN 
&...aJ. RVKGPWSKEEDDVI..SELVQRLGA.RNWSFIARSI P. GRSGKSCRLF.WCNQLNPN 

lp2 LRRGPWTSEEDQKLVSHITNN'GLSCWRAIPKLAGLLRCGKSCRLRWTN'fLRPD 
19315 LKRGPWTEEEDQKLTS'!V!J<NGIQGWRVIPKLAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD 

1111 LKKGPWTPEEDQKLLAYIEEHGHGSWAALPA..KAGLQRCGKSCRLRWTNYLRPD 

lh2 LKKGPWTPEEDQILVSYIEl<NGHGNWRA.LPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPD 

r.l L..'JRGSWTPQEDMRLIA'fIQKHGHTNWRA.LPKQAGLLRCGKSCRLRWINYLRPD 

lmlO& VKKGPWTPEEDIILVSYIQEHGPGNWAAIPSNTGLLRCSKSCRLRWTN'fLRPG 
-.:SOi TNKGJl.WTKEEDDRLVAYIPAHGEGCWRS!.PKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD 

laH TNRGAWTKEEOERLVAYIAAHGEGCWRSLPKAA.GLSRCGKSCRLRWINYLRPO 

ila330 TNKGAWTKEEDQRLINYIRAHGEGCWRSLP!tMGLSRCGKSCRLRWINYLRPD 

a..t TNKGAYTKEEDORLTAYIRAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD 

11v5 TNKGAWI'KEEDQRLIAYIAAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD 

9"Jl TNKGAWTKEEDDRLTAYIKl'.HGVGCWSSVPP.LAALNRCGKSCRLRWINYLRPD 

a.t1 LKRGRWTAEEDQLIJ\NYI.AEHGEGSWRSLPK!AGLLRCGKSCRLRWMNYLRAD 
S.Cl VKRGJ.WTSKEDDAl.AAYVAAHGEGKWREVPQKAGLRRCGKSCRLRWMNYLRPN 

lhJ LKKGl'ltlTAAEDSILMEYVKKHGEGNWNAVKRNSGLMRCGKSCRLRWANHLRPN 

AtCJI.1 YKKGLWTVEEDNILMD'iVLNHGTGQWNRIVRKTGLKRCGKSCRLRVMNYLSPN 

fla305 VRKGPWTMEEDLILINY!ANHGEGVWNSLARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD 

l•HO VRKGPWTMEEDLILINFISNHGECiV'ifNTIARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD 

&'lftSZ VRKGPVTEEEDAILVN'FVSIHGDAAWNTIARSSGLKRTGKSCRLRWWYLRPD 

C'1115 LRRGPWTVDEDFTLIHYIAHHGEGRWNSI.l\RFAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD 

CIMlD ••••••••••••••••••••••••• , •• , , ••• GLKRTGKSCRLRWl.NYLRPD 

•• +G#!l'. eEO •• L#. "f# • • hG.G.!• , #1+.aGL. RcgKSCRLR!ftNyLrp. 

RlplllCiOn :s 
100 106 60 

SKGRLREWTLEEDLNLISKVKAYGTKWRKISSEMEFRPSLTCRNRWRKIITMV 
VKK •• TSWTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAEIA.lQ.LPGRTDNAIKNHWNSTHRRK 

VKK •• TSWTEEEDRI IYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNA.IKNHWNSTMRRK 

VKK •• TSWTEEEDRIIYQA!iKRLGNRWAEIA.'<LLPGRTDNAIKNHWNSTMRRK 

VKK •• ssrrEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGR'WNSIKNHW?lSTMRRK 

VKK •• SCWTEEEDRIICF.AHK\TLGNRWAEIAKLLPGRTDNAVICNHWNSTIRRK 

IKK •• TAVTEKEDEIIYQAHLELGNOWAKIAKRLPGRTONAIKNHWNSTMRRK 

LIR •• NSETEVEDYJUIAAHA!HGNKWAVIAKLLPGRTDNAIKNHWNSALRRR 

LKR •• GIFSEAE.ENLILDLHAT!.G:JRWSRIAAQLPGRTDNEIKNYWNl'RLKKR 
LKK •• GPLTEMEENQIIELHAfiLGNRWSKIA:.UIPG~TDNE!KNYWNTHIKKK 

IKR •• GKETLQEEQ':"IIQLHALLGNRi'SAIATHLPKRTDNEIKNYWNTHLKKR 

JKR. ,GNn'KEEEDTIIQLHEMLGNRWSAIAARLPGRTDNE!Y.J..'\~HTHLKKR 

LKR •• GNFTDEEEEAIIRLHGLLGNK'N'SK!AACLPGRTDNEIJQ..'VWNTHLKKK 

IKR. , GDFTEHEEKM!IHLQALLGNRWAAIASYLPHRTONDIIQ;YW?ITHLKKK 

LKR •• GNrTEeEDEL! I KLHSLLGNKWSLIAGRLPGRTDNEI KNYWNTHI RRK 

LKR •• GNFTADEDDLIVKLHSLLGti<WSLlAGRLPGRT:JlEIYJJYWNTHVRRK 

LKR •• GNfTEEEDEIIIKLHSLLGNKWSLIMRLPGRTONEIJQJYWNTHIKRK 

LKR •• GNFSHEEOEIIIKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNTHIRRK 

LKR •• GNFTDDEDELIIRLHSLLGNKWSLIAGQLFGRTDNEIKNi'WNTHIKRK 
LKR •• GCFSQQEEOHIVALHQILGNRWSQIASHLPGRTDNEIKNFWNSCtKK'r{ 

VKR •• GNISKEEEDIIIKLHATLGNRW'SLlASHLPGRTWEIKNI'WNSHLSRQ 

IRR •• GNISYDEEDLIIRLHRLLGNRWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNSTLGRR 

LKK •• GA.FTVEEERI II ELHAKLGHKWAR.MAA.QLPGRTDNEIKNYliii'NTRLKRR 

VNK •• GNFTEQEEDLITR.LHKLLGNRWSLIAKRVPGRTDNQVKNYWNTHLSKK 

VRR •• GN!TPEEQLLIMELHJIJal!GNRWSY.IAKTLPGPTDNEJKNYWNTRIQKH 

VRR •• GNITPEEQLLIMEL~GNRWSKii\KHLPGRTDNEIKNYWNTRIQKH 

VRR •• GNITLEEQf)fILKLHSUi'GN'RWSKIAQYLPGRTDNEIKNYWNTRIQ!i'Q 

VRR •• GNITLEEQLLILELHSAWGNRWSKIAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH 

VRR •• Gh'ITLEEQLLILELHSRWGNRWSKIAOHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH 

l+r •. G.ft •• E-. IYi. Lh •• lGN+!S .1A •• lPgRTDNeiJQJ)'!nt+#. +.,. 

Figln 18. En -figura - 11-los -tipO lfWD cll todos los-cllsctilos ha!ta ahora, en plantas 
(Am305, All340, Alllyb2, Am315, Pp2, Pll1, 1'112. Zm1. Am305. -330. AmJOI, Zm30, Hv1, Hv5, Hv33, Zm PI, ZmC1, Ph3, y 
AtGl1). en polo (CllillWb), en"""'- (Hullwl>, ~. HulillyllB), rll6n (llolillll). ~ (llmMyb) y levadura (Ybo51). En la 
palledeabljo....,.el~(A·riaelll.,1!113)1fcullSVlifica:L.9a 11111y\llCUla = - com¡lletomente conserv• 
(en algunos casos llnlcanllftle en plantas: - = - ~en un - o,.,..;•= Aminoki!o lltsieo; - = --;•= - h-.1..oo~---...,... 



R1p911c1an a lllp9llciOll :S 
l so 100 106 60 

Da•l LKKGKWTQEEDEQLLKAYEEHGPfflllSLI SMDIPG •• RTE:lQCAKRYIEVLGPG ; SKGRLREWTLEEDLNLISKVKAYGTKWRKISSEMEFRPSLTCRNRWRKIITMV 

-..yb L!KGPWT!\EEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GR!GKQCRERWHNHLNPE 1 VKK •• TSWTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAEIAM'LLPGRTDNAIKNHWNSTMRRK 
BUltyb LIKGPir.KEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE 1 VKK •• TSWTEE.EDRIIYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRK 

Chillfb LIKGP.-rKEEDQRVI~LVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLN'PE : VKK •• TSllTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDHAIKNHWNSTMRRK 

9ullyba. LIKGPWTKEEDQPVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWfil.'HLNPE 1 VKK •• SSWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNHWNSTMRJUC 

·~ !.'.'KGPWTKEEDQRVIELVKY.YGTKQWTVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE : VKK •• SCWTEEEDRIICEAHKVLGNRWAEIA.'CLLPGRTDNAVICNHWNSTIRRK 
Dm9l'¡b LI KGPWTRDEDDMVI KI.VPN!"GPKKWTLIAR)"I.N. GRIGKQCRERWHNHLNPN 1 IKK •• TAWTEKEDEI IYQAHLELGNOWAKIAKRLPGRTDNAIKNHWNSTMRRK 

Atllnl ?'JKGPWSKEEDDVLSELVQRLGAF.~SFIARSI P. GRSGKSCRLii.WCNQLNPN : LIR •• NSETEVEDKAI IAAHAIHGNKWAVIAKLLPGRTDNAIKNHWNSALRRR 

Pp2 LPPGPWTSEEDQKLVSHITNNGLSC'iJRAIPKLAGLLRCGKSCR!.RWTNYLRPD 1 LKR •• GIFSE'AEENLILDLHATLGNRWSRIAAOLPGRTONEIKNYliNTRLKKR 

Am.315 ¡,KRGP~EEEDQKLTSYV!..KNGIQGWP.VIPKLAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD : !.KK •• GPLTEJi'.EENQIIELP.AHLGNRWSKIA:.HIPGRTDNEIKNYWNTHIKKK 

Pbl L!<Kt:;PWT PEE:JQKLLA Y::: EEHGHGSWRALPAKAGLQRCGKSCR!.P.WTSYLRPD 1 I KR •• GKFTLQEEQ7I IOLHALLGNRWS.?\IATHLPKRTDNEIKNYlA"NTHLKKR = ~~~~:~;~~~~~~~~~~~~~~:~::::~~~~~:~~~:~:~==~:~~=:~ ¡ ~::: :~=~~:~~:~~~~~~:~:~~=:~=~~=:~==~::: 
Aa.306 "JKK~?:~°7 PF.E:1I I L vsy¡QEHG?SNWP.AI PSNTS1LRCSKSCRLRWTNYLRPG 1 IKR •• GDFTEHEEKM! IHLCALLGNRWAAIASYLPHRTDNDIKNYW?ITHLKKK 

b.308 :'NKG..;t.."TKEE:1::RL VA':: I RAHGEGC'o'li<.S!.PK~G~SRCGKSCRLRWINYLRP~ : LKR •• GNFTEEEDELI ! KLHSLLGNK'.-ISLIAGRLPGRTDNEIKNYWNTHI RRK 

Zm38 TNt<GA.~'T~:EE:·EF..L VAYI RAHGEG::'o'i'RS LF KAAGLSRCGKSCtü.RWINYLRP:> 1 LKR •• GNFTADEDDLIVKLHSLLGKK"o'i'SLIAGRLPGRTDNEIKUYWNTHVRRK 

Aa330 ':"NKGAW'I'KC::!:r+Qf.'LI NY ¡ AA.'i'GEGCWRS LPKAAGLSRCGKSCR!.RWINYLRPD : LKR •• GNFTEEEDEI I I KLHSLLGNKWSLIAARLPGRTDNEIKNYWNTHIKRK 

Bvl T~JKGAWTKEEDDRL TA YI RARGEGCriP.SLPKM.GLSRCGJ<SCP LRWINYLRPD 1 LKR •• GNFSHEEDEI II KLP.S LLGNKWSL!AGRLPGRTDNEIKNYWloi"THI RRK 

avs ':'N'KGAW'f!<EE:iQRLIA YI r<..a~'i'GEGCWRSLPK.AAGLS RCGKSCRLRWMNYLRPD : LKR •• GNFTDDEDELII RLHSLLG~lKWSLIAGQLPGRTDNEIKNYWNTHIKRK 
Bv33 7!-<KGAW.'TKEEDDRLTAY!fJl.HGVG:::W!:;SvPRLAALNRCGKSCi:<LRWINYLRPD 1 LKR •• GCFSQQEEDHIVAU!QILGNRWSQIASHLPGRTDNElKNF'Wl'lSClKK"tC 

=~ ~~=~:~~~:~~:.=~~~:==~~~~~~:~~:~~=~==~~= ¡ ~: :~:~~~~~~~~~~:~=~~:==~~~::~:~=~~=~~::::~~~: 
Ph3 LKK:iPW7AAE[•S ! I.MEYVKKHGEGNWNAVKRNSG!.MRCGKSCRLP.WA..~HLRPN 1 LKK •• GAFTVEEEru I I ELHAKLGNKWARMAAQLPGRTDNEIKNYWNTRLKRR 

AtGLl YKKGLWTVEEt·NILMDYVLNHGT~WNRIVRKTGLKRCGKSCRLRWMNYLSPN : VNK •• GNFTEQEEDLITRLHKLLGNRWSLIAKRVPGRTDNQVKNYWNTHLSKK 

AalOS \'FKG?WTMEEDL I L:;: NYIANHGEGVWNSLARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD 1 VRR •• GNITPEEQLLIMELHAKWGNRWSY.IAKTLPGRTDNEIKNYWNTRIQKH 

Aal'O VP.KGPWTI'.EEDLI L! rlFI SNHGEG'.:""o'INTIAP:SAGLKRTGKSCRLFi'1LNYLRPO : VRR •• GNITPEEQLLIME!.HAKWGNRWSKIAKHLPGRTDNEIKNYWNTRIQKH 

At:M!B2 VP.KG?WTEEEDA!LVNF'JS!HGDARWNTIARSSGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD 1 VRR •• GNITLEEQEMILKLHSLWGNRWSKIAQYLPGRTDNEIKNYWNTRIQKO 

cpll5 LRRGPWTVDEDFTLINYIAHHGEGR;iNSLARFAGLKRTGYSCRLRWLNYLRPD : VRR •• GNITLEEQLLILELHSRWGNP.WSKIAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH 

CplllO ••••••••••••••••••••••••••••••••• GLKRTGKSCR!.RWL.~YLRPD 1 VRR •• GNITLEEQLLILELHSRWGNRWSKIAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH 

.• +G#!I'. eED •. U. "f# • • hG.G. !!·. ##+.aGL. Rc9KSCRLfl.!#NyLrp. #+r •• G. !t .. E-. #Yi. Lh •• lGN+!S• iA •• lPgRTDNeiKNY!nt+#. ++ 

Figura 16. En esta figura aparee.en alineectos los dominios tipo Myb de todos los genes descntos hasta ahora, en pl8ntas 
(Am305, AM340, AtMyb2, Am315, Pp2, Phi, Ph2, Zml, Am305, Am330. Am308, Zm30, Hvl, Hv5, Hv33, Zm PI, ZmCI, 1'113, y 
AtGll). en pollo (ChiMyb), en humano (HuMyb, HuMybA, HuMyl>B), ratón (MoMyb), Cito.,,,,,. (llmllyt>) y levadura (Ybasl). En la 
.parte de abaJO aparece el consenso (Avila et al., 1993) el cual significa: Letra mayuscula = AminoKido completamente conserva 
(en algunos casos únicamente en plantas; Minúscula = Amino41cido conservado en un am. o mas: + = Amino6cido basico; - = 
Aminoaci<lo acido; 1 = Aminojcido hidrofóbico. Los triptofanos a11amen1e tooservlllos esün SIJlnylllos. 



Al comparar la secuencia del gen CpMS con diferentes bancos de datos, se 

encontró que el gen más relacionado, además del gen CpMIO, es el gen Atmyb2 (figura 

17), obteniéndose un 38 % de similitud a nivel de aminoácidos. El gen Atmyb2, se induce 

por el estrés hídrico, salino y en presencia de ABA, en la planta Arahidopsi.v 1halia11a (Urao 

et al., 1993). De esta manera, se realizó una comparación entre las proteinas codificadas por 

los dos genes (Figura 18), encontrándose homología incluso fuera del dominio tipo Myb, en 

una secuencia de 31 aminoácidos, adyacente a este dominio, 22 son idénticos (el 71%). 

La región carboKilo-terminal tanto de la proteina deducida del gen CpMS, 

como del gen CpM 1 O, con una longitud de 203 aminoácidos, son prácticamente iguales 

(figura 15). Esta región, que presumiblemente constituye el dominio de transactivación de la 

proteína, no presenta una serie de secuencias conservadas encontradas en algunos otros 

genes tipo myb de plantas (Jackson et al., 1991; Avila et al., 1993). Sin embargo, la protefna 

del gen CpMS, posee un alto contenido de serinas (24, es decir el 12%) y de treoninas (16, 

el 8%), estos aminoácidos pueden tener un carácter ácido, por lo que estas características 

son compatibles con un tipo especifico de dominio de transactivación rico en dichos 

aminoácidos (Ptashne, 1988; Seipel el al., 1992). 
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Figura 17. D
end0gram

1 que denota la relación entre el gen C
pM

S
 y otros 

genes con dom
inio tipo M

yb en plentlS
. La dls1ancla a través del eje vertical es 

proporcional 1 la diferencia entre 111 secuencias. La distancia en el eje horizontal 
no llene ningún significado. 
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50 
Atmyb2 , , • , , , .MEO YERINSNSPT HEEDSOVRKG PWTEEEDAIL. VNFVSIHGDA 

Cpm5 MNQQOVKVSK NNKQVNNCED DDOSSDLRRG PWTVDEDFTL INYIAHHGEG 

51 100 
Atmyb2 RWNHIARSSG LKRTGKSCRL RWLNYLRPDV RRGNITLEEQ FMILKLHSLW 

Cpm5 RWNSLARFAG LKRTGKSCRL RWLNYLRPDV RRGNITLEEQ LLILELHSRW 

.101 . ·150 
Atmyb2 GNRWSKIAQY LPGRTDNEIK NYWRTRVQKQ AKHLRCOVNS NLFKETMRNV 

Cpm5 GNRWSKIAQH LPGRTDNEIK NYWRTRVQKH AKQLKCOVNS KQFKDTMRYL 

151·. 200 
Atmyb2 WMPRLVERIN AQSLPTTCEQ VESMITDPSQ PVNEPS, , , , , , , •••• , , , 

Cpm5 WMPRLVERIQ A. SATTOOGA PPAWSSPSS AMNTACYTTA HAAGDHRRQF 

201. 250 
Atmyb2 PVEPGFVQFS QNHHQQFVPA TELSAT •• SS NSPAETFSDV RGG,,,.,,, 

Cpm5 MLMPQYYATT TTTHNNSMIA QENSSTVASS ESFGSLSSEL TAEANYANYH 

251 300 
Atmyb2 • VVNGSG'iOP • • • • • • • • • • , • , • , , , , , , SGQTGFGEFN OW, , • , • , , , 

Cpm5 RVINGAOHQQ IOSSTTSYGW QNCAVGNNGN SDQLGMGFAD DRRSNEQWMM 

Hl JU 
Atmyb2 • , • GCVGGDN MWTDEESEWF LQDQFCPOTT SYSYN 

CpmS MTDDWONGG SSl>QONNLWN VDDVWFLQQF SSCF, 

Figura 18. Comparación entre las protefn1s de los oenes CpM5 y AIMyb2 en 
donde 1e puede apreciar que elÚste homologfa entre estos genes fnclusfve fuera del dominio Myb 
(a partir del residuo 131). 
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DISCUSIÓN 

En este trabajo, se obtuvo la secuencia y se caracterizó un gen con homología 

a oncogenes celulares de tipo Myb, denominado CpMS, que fue aislado de la plallla de 

resurrección africana Craterostigma pla11tagi11c11m. En base a esto se puede afirmar que se 

cumplieron los objetivos establecidos en un principio. 

Si bien la secuencia que se obtuvo fué de una clona genómica, basándose en 

la secuencia del ADN complementario, se puede afirmar que se tiene la secuencia completa 

de la región codificante del gen, incluyendo los intrones y el extremo 3' no traducido. La 

estructura propuesta es correcta, ya que si se realiza una comparación entre la secuencia del 

gen CpMS y otros genes tipo Myb de plantas, se puede observar que dicha estructura 

conforma el patrón tipico de estos genes. E•isten una excepción a este hecho, ya que el gen 

recientemente reportado, el MybStl de papa (Baranowski et al., 1994), posee un dominio 

Myb funcional que consta de una sola repetición. 

Por lo tanto, afirmar que el gen CpMS posee una serie de características que 

permiten clasificarlo como un factor de transcripción. 

En primer lugar, la proteina deducida presenta en su región amino terminal un 

dominio homólogo a Myb característico de los genes de este tipo en plantas, en donde las 

dos repeticiones imperfectas poseen una gran cantidad de posiciones conservadas (Figura 

16) en especial 3 triptofanos en cada repetición. Cada una de estas repeticiones confonna 3 

a-hélices las cuales están separadas por vueltas parecidas a las encontradas en el 

homeodominio (Frarnpton et al., 1991). Ya se ha demostrado que tanto el dominio Myb 

como genes relacionados en diferentes organismos, se unen al ADN de una manera 

especifica (Biedenkapp et al., 1988; Stober-Griisser, 1992; Urao et al., 1993; Sablowski et 

al., 1994). Esta unión específica es una de las principales características, de un factor de 

transcripción. 

El hecho de que la región carbo><ilo de la protelna deducida del gen CpMS 

no muestre una distribución de aminoácidos ácidos como el ácido aspártico o glutámico, 

como en el caso de la proteína del gen C 1 por ejemplo (Paz-Ares et al., 1987), no implica 

que el CpMS no posea un probable dominio de transactivación, ya que dicha proteína, tiene 

una región rica en treoninas y serinas (20%). Esto sugiere que el gen CpMS pertenece a un 

grupo de factores de transcripción que presentan un dominio de transactivación rico en esos 

aminoácidos. Se ha demostrado que esta clase de dominio puede activar la transcripción de 

un gen reportero tanto a nivel pro•imal como a nivel remoto (Seipel et al., 1992). 



Como se puede observar en la figura 1 S, las protelnas deducidas de los genes 

CpMS, y CpMIO son casi idénticas, pero el hecho de que existan varias substituciones de 

aminoácidos· en lo que corresponde al dominio de transactivación, permite clasificarlos como 

genes diferentes que se encuentran altamente relacionados. 

En cuanto a la posible razón de la existencia de los dos genes no se puede 

afirmar nada, ya que aún no se conoce con certeza la función de ninguno de los dos. Sin 

embargo existe la posibilidad de que estos genes puedan actuar sobre distintos blancos a 
través de modificaciones distintas en su dominio de transactivación. De esta manera, la 
protelna deducida de CpMS, posee dos sitios potenciales de fosforilación, en contraste con 3 

sitios en CpM 1 O. Los aminoácidos fosforilados pueden regular la transactivación de 

distintos factores de transcripción (Hunter and Karin, "992). 

Otra posibilidad seria que los pequeílos cambios que presenta la proteína del 

gen CpMS en su región carboxilo, provocaran que adoptara una conformación diferente lo 

cual le permitiera tener una función distinta, pero relacionada a la del gen CpM 10, 

desafortunarnente, es muy dificil predecir la estructura de una proteína basándose 

únicamente en la secuencia de aminoácidos. 

Una opción nás, seria que ambos genes pudieran estar regulados 

diferencialmente a través de una región promotora distinta, por esta razón resultaria 

importante obtener la secuencia de la región promotora del gen CpMS, buscar posibles 

secuencias regulatorias y compararla esta secuencia con la de del gen CpM 1 O. 

La similitud del gen CpMS con algún otro gen con homologla Myb también 

podtia proporciontr una posible idea de su función. Obviamente el gen más relacionado es el 

CpMIO, sin embar110 no se conoce exactamente la función de este gen tampoco. Se sabe sin 

embargo, que la expresión de este gen se induce por la aplicación de la hormona ABA, pero 

no por estrés hidrico (lturriaga et al., en preparación). Esto es muy probable que suceda 

también con el gen CpMS aunque todavía no se ha demostrado. 

El siguiente gen más relacionado con el CpMS es el Atmyb2 (Urao et al., 

1993), el cual se expresa bajo estrés hídrico en la planta Arabidop.ris thaliana. La similitud 

con la protelna de este gen no se limita únicamente al dominio homólogo a Myb, sino que al 

comparar ambas proteínas (figura 17) se observa una homologia significativa en el dominio 

de transactivación. Esto podria sugerir en un principio que tanto el gen Atmyb2 como el gen 

CpMS poseen una función similar, de manera que se encuentre involucrado en la regulación 

de la respuesta al estrés lúdrico por parte de la planta Craterosligma pla111agineum. 

Obviamente, todas esta aseveraciones deben de ser comprobadas o descartadas según sea el 

caso, y con este fin se plantean los siguientes experimentos. 
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En primer lugar, se requiere caracterizar a CpMS como una proteína que se 

une al ADN. Para esto, es necesario expresar al ADNc en E coli y por medio de 

SouthWestem comprobar de manera definitiva que se trata de un factor de transcripción, 

realizando ensayos de unión al ADN con el sitio blanco consenso de los genes myb. 
Otro experimento importante, seria la obtención de la secuencia del 

promotor. Esto es necesario para verificar el inicio de la transcripción, para identificar la 

longitud y ubicación del líder, la posición de la caja TATA y otras secuencia regulatorias. El 

anilisis del promotor permite identificar los posibles elementos a los cuales pueden unirse 

otros factores de transcripción para regular el gen. En el caso especifico del gen CpMS, seria 

muy trascendente la identificación de elementos específicos para la hormona ABA 

(secuencias ABRE), ya que estos elementos se han identificado en diferentes genes que son 

inducidos durante el estrés hídrico. Por lo anterior se plantea para un futuro, realizar 

fusiones del promotor con el gen reportero GUS (Jelferson et al., 1987), para identificar en 

plantas transgénicas la expresión tejido especifica del gen CpMS. El conocer en que 

condiciones de expresa el gen, e incluso en que tejidos especificarnente, ayudaría 

enormemente a elucidar la posible función de CpMS dentro de la planta. 

Por último, podrí1111 hlcerse experimentos de genética reversa, en los que se 

exprese el ADNc correspondiente a CpMS en antisentido en Craterostigma plantagineum. 

Esto permitiría obtener mutantes de dicha planta cuyo fenotipo daría una idea más clara de 

la función del gen CpMS. 

• 
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