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INTRODUCCION

En este trabajo, se obtuvo la secuencia de un gen aislado de la planta de
resurreccion Crawerostigma plantagineum. Esta planta posece la capacidad de sobrevivir en
un estado de deshidratacion casi total, durante largos periodos de tiempo, y después de
rehidratarse, recuperar completamente su actividad fisiologica, en un lapso de tiempo muy
corto. Este gen denominado CpMS presenta homologia a nivel de secuencia de ADN con el
oncogen v-myd (Klempnauer et al, 1982). Se sabe que los genes relacionados con este
Qacogen, estan involucrados en la regulacion de diferentes procesos en las plantas. Entre
€s108 procesos se encuentran la diferenciacion de células especificas (Oppenheimer, et al.,
1991) la respuesta a determinsdas condiciones ambientales adversas como Ia sequia (Urso et
al, 1993) y la regulacion de vias biosintéticas (Paz-Arez et al., 1987).

A pesar de que aun no se conoce la funcion del gen CpMS dentro de la
planta, se encontrd, por el andlisis de su ia, que p! las isticas tipicas de
un factor de transcripcion. Ademis, al comparar su secuencia con la de otros genes
similares, sc encontré que se esta muy relacionado con otro gen regulatorio, et AtMyb2 que
se expresa durante el estrés hidrico en la planta Arabidopsis thaliana, de esta manera, este
trabajo dard la pauta para que se pueda esclarecer la funcion de este gen dentro de
Craterosti ) /
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FUNDAMENTACION DEL TEMA

Definida de s manera mis simple, la transcripcion es ¢l paso de s
informacion genética contenids en e} ADN hacia ¢l otro icido nucleico e ARNm, ¢ cual,
después de la tranacripcitn, actuarh como “mensajero” para lievar dicha informacion hacis
donde se procesant y serd traducida a una proteina que tendré una funcion especifica, por
ejemplo una enzima, o una proteina constitutiva de un tejido en especial.

La transcripcion representa uno de los aspectos més importantes de la
biologia a nivel molecular, ya que representa un punto de control stractivo de ia regulacion
de In expresion de los genes en tipos particulares de células o ¢n respuesta a una sefial
pasticular (Latchman, 1990).

Se ha demostrado mediante una gran cantidad de experimentos bioquimicos
y genéticos que los organismos controlan la mayorfa de sus genes, casi todo ¢l tiempo
regulando Ia transcripcion (Beardsley, 1992). De esta la comprension de el p
de transcripcion y de su regulacion es indispensable para entender como funciona la
expresion genética y porque un tipo de célula expresa un patrén de genes especifico, en el
momento preciso, y otro tipo celular expresa otro patron de genes distinto. Ef discemir este
fenomeno es de fundamental importancia para entender mis a fondo ¢! mecanismo de
procesos tan impbnames como {a respuesta de los organismos a condiciones ambientales
desfavorables.

Dentro de este complejo esq de regulacion, existen genes que codifican
proteinas clave denominadas factores de transcripcion. Estos genes son los que a fin de
cuentas controlan la transcripcion, ya sea i ionando dir con el ADN en la
region promotora del gen al cual regulan o inter do conj con otros factores

de transcripcion para activar e} gen bajo su control (Darell, 1990). Estos factores de
transcripcion pueden estar a su vez regulados por otros factores, por una sefial quimica
especifica, o responder directamente a una condicion extrema en particular. De esta manera,
se debe hablar de una jerarquia de regulacion y no de una sola clase o nivel de regulacion
dentro de la transcripcion.

A pesar de que los factores de transcripcion mas estudiados han sido los que
se han encontrado en animales e insectos, también existen proteinas con caractetisticas
similares en plantas (Brunelie & Chua, 1993).



Dentro de este tipo de genes, existe un grupo muy importante de genes

reguladores denominados proto-oncogenes, estos g L son genes les que se
encargan de controlar algin aspecto de la division celular, sin embargo, cusndo sufren
alguna ion, o una desregulacion de su expresion, pueden producir cincer el cual se

manifiesta por un crecimiento anormal de la célula. Esta desregulacién puede ser
ocasionada por un virus al integrase al genoma de la célula.

Existe una familia de oncogenes denominada myb (Avian myeloblastosis
virus) (Klempnauer et al, 1982). Estos genes se expresan en tejido hematopoyético
inmaduro y aparentemente participan en la diferenciacion de ese tejido. Los genes
relacionados con los genes myb parece que realizan una serie de funciones en diversos
organisimos a través de la activacion transcripcionat de diferentes genes (Sablowski et al.,
1994).

i



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los genes relacionados con el oncogen Myb codifican a factores de
transcripcion que se encuentran involucrados en la regulacion de procesos muy diferentes.

En plantas, se ha encontrado que este tipo de genes participan en procesos
tan trascendentes como la regulacion de la biosintesis de antocianinas en maiz (Paz-Ares et
al., 1987); la sintesis de pigmentos flavonoides en flores de Antirrhinum (Sablowski et al.,
1994); la diferenciacion de células especificas (Oppenheimer ct al.,, 1991; Noda et al., 1994);
asi como ia respuesta a determinadas condiciones ambientales adversas como el estrés
hidrico (Urso et al., 1993). De esta manera debido a que un solo gen puede controlar a toda
una serie de genes que se encargan de una funcion particular,.es muy importante entender el
mecanismo asi como las condiciones bajo las cuales un factor de transcripcion reguls dicho
proceso. Una vez que se logra esto, entonces es posible pensar en uns splicacion o en el
aprovechamiento de dicha funcion.

Para entender como funciona un factor de transcripcion, sobre que genes
actus, en que condiciones se express, como es regulado, etc, es necesario, primeramente,
caracterizar tanto a la proteina en si como al gen que la codifica. Existen diversas estrategias
pln clrmmw un gen, sin anbnrgo. cusndo ya esté aislado, una de las estrategias mis

en ob su leotidica. Mediante esta informacion es posible
establecer definitivamente Is similitud de dicho gen con otros genes ya conocidos,
permitiendo en uns primera instancia, proporcionar una idea de la posible funcion del factor
de transcripcion codificado por el gen.

En el caso especifico det gen CpMS, no se conoce su funcion dentro de la

planta Craterostigma plamagi ya que se aislo di por hamologia a nivel de
ADN con una londa que posee una region homologa a Myb. Ademas, no se tiene ningiin
d bioqui o genético de este gen. De esta fonm lo que se pretende en este

trabajo es obtener la secuencia del gen CpMS para poder comprobar, a nive! de secuencia de
ADN, que se trata de un factor de transcripcion con homologia a Myb. ademis de sugerir
una posible funcion al comparar su secuencia con la de otros genes similares.
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GENERALIDADES

Factores de transcripcion
Antecodentes

Para poder entender of proceso de tranecripcion en OFPANISNOS SUCAFiotes, y
fa funcibn de Jos factores de LranecTipcin, o5 Recesario primero tener une ides clara de la
sstructura de loa @enes SR SRI08 OTGARINMOS.

En genecal, un gen esta coastituido por dos regiones principales. Una de olles
s ls regidn codificants, $a cual 99 traducicé posteriormente & una proteins; la otra region, Ia
regida promotors s sacuentra orientada hacia ol extremo 5° del gen y contiene la
informacitn neceasria tanto pers iniciar como pars regular s tranacripcion de dicho gen.

Region codificanse R

En un gen proceriote, casi invarisblements, se obtiene un ARN mensajero
funcional & partir de ls region codificante, sin embergo, en organismos eucariotes, el

- tramactito inicial debe de suftic uns serie de modificaciones en ol nucleo, 8 fin de obtener el
ARNm funcionsl. Esto s¢ debs a que 1a region codificante de un gen eucariote contiene
ecuUeACias que no se traducen, enas secuenciss denominadss intrones se encuentran
isercaledes entre las secusncias que ai 88 (raducen, Nemadas exones y la union de estos,
después del procesamiento del precursor del ARNm, es is secuencia que se traduce & una
proteins. Los intrones se preseatan mayocitariamente en genes de plantas y animales y en
los virus que los infectan. De manera general son més lazgos que los exones pudiendo medir
desde 100 hesta 10000 pares de bases. Los [} pueden medir de 50-300
pares de basss.

A eliminarse los intrones de un gen eucariote, se deben realizas “cortes” muy
precisos, ya que un eror en uns sola base puede ocasionar un cambio en ¢ marco de
lectura y por consecuencia una proteine no fumcional. La especificidad de estos sitios de
corte, esta dado por las secuencise que se encuentran en la union exon-imron Asi, Se sabe
que el par de nucledtidos guanina y uracilo (timina en of ADN), se encuentran casi siempre,
en ¢f extremo 5° del istrom, seguido de uni secuencia consenso:

AGAGU




Endonde: A = Adenina
G = Guanina
U = Uracilo
mientras que en el extremo 3' se encuentra el di guanina, precedido al
menos en mamiferos, por una region rica en pirimidinas (Darnell et al., 1990).

toditd. d

Region promotora

Dentro de la region p 2, exi ias conservadas las cuales
especifican los sitios que la ARN polimerasa y otras proteinas, reconocen para lievar a cabo
la activacion de la transcripcion del gen. Una de las secuencias mis importantes es la
denominada caja TATA o caja de Hogness, que consiste en la secuencia consenso:

Toz Avr Tos Ass As3 T3 Ay ATy

En donde T = timina y A= adenina y los nimeros denotan la frecuencia de las
bases en cads posicion.

Esta region generalmente se encuentra a 25-35 bases del sitio de iniciacion
de la sintesis de! ARNm, en el extremo 5’ del gen. Se ha demostrado que la substitucion de
una sola base en esta secuencia produce un drastico efecto negativo en la transcripcion del
gen. En una de estas substituciones, se invirtié simplemente el orden de un par de bases A-
T, demostrandose que la simple composicion de bases no resulta suficicnte para lograr la
funcion de la ia. Ademas, iones en la region que se encuentra entre 1a caja
TATA y i sitio de inicio no afectan significativamente el nivel de la transcripcion, Se ha
propuesto que la funcion de esta caja, consiste en permitir que la ARN polimerasa
reconozca el sitio exacto de iniciacion de {a transcripcion.

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

: El analisis de una gran cantidad de genes de animales y plantas, ha revelado
que existen ademas dos secuencias conservadas en la region proximal, las cuales se
presentan con una frecucncia aproximada del 10-15 %. Estas secuencias, o cajas
denominadas CAT y CG, poseen, respectivamente, las secuencias conseriso.

CCAATy CCCCG
Estas cajas, se localizan generalmente a 60-120 bases del sitio de inicio de la
transcripeion y producen también un decremento en el nivel de transcripeion cuando sufren
una mutacion en alguna de sus bases, lo cual indica que estas secuencias, al igual que 12 caja



TATA, poseen un importante papel regulatorio. Sin embargo, a diferencia de Ia caja TATA,
se ha observado que estas cajas son capaces de funcionar en cualquier otientacion. De esta
manera, se ha propuesto que Ia funcion de estas secuencias consiste en controlar [a union
inicial de Ia ARN polimerasa al inicias la transcripcion.

Ahora bien, la ARN polimerasa ademis de esta secuencias, necesita de la
presencia de otras proteinas, denominadas factores gencrales de transcripcion, pars poder
formar un complejo de preiniciacion de la transcripcion. La formacion de este complejo es
un proceso secuencial, en donde primeramente, uno de dichos factores, el TFaD, el cual se
puede unir por si mismo & ls caja TATA, forma un compicjo con el ADN. Esta union
provoca un plegamiento det ADN el cual puede tener como funcion el “acercamiento” de
proteinas regulatorias unidas a los elementos proximales det promotor (Travers et al,
1993). Posteriormente otro factor el TFyB se une a la polimerasa y solo después de esto, la
enzima se une al ADN. Una vez que se realiza la intesaccion entre el ADN y Ia polimerasa,
el factor TEyB actia como una ATPasa, liberando energia a partir de Ia hidrolisis de una
moléculs de ATP. Aun no se sabe si la energia liberada se utiliza para modificar la
conformacion del ADN o del complejo de proteinas, pero si se sabe que es un paw
necesario pars que ia ARN polimerass comience la transcripcion en presencia de
ribonucledtidos y de otro factor mis, el TF4E. Una vez que se llevo a cabo el inicio de ia
transcripcion, se necesita un ultimo fnclor el TFyS dcnommado factor de elongacion, o
cual tiene como funcion evitar que la p Ia cadena de
ARN, antes de aicanzar el sitio de terminacion (Lewin, I994)

Aumemiadores de la transcripcion

En algunos casos, el nivel de mns:npaon dc un gen dado, se ve aumentada
on dida por la p ia de i dores (enh 3).
Estas ias no i deben de conservar una posicion fija para llevar a cabo
s funcion, ya que pueden locali tanto en el extremo 5' del gen, como en el extremo 3’

y a diferente distancia del gen. Los aumentadores pueden potenciar la transcripcion estando
tan cerca como a 100 pares de bases y tan lejos como a 5000 pares de bases con respecto al
gen.  Ad estas ias pueden funci en cualguier ori ion y no
necesariamente sctian sobse un solo gen, ya que puex imular @ cualquier gen que se
encuentre cercano a ellos.

El principal método que se ha utilizado para identificar tanto las secuencias
reguladoras, como los dores, iste en mutagenizar o deletar progresivamente
regiones de ADN en la region promotora, para posteriormente, en un sistema de
transcripcion, ya sea in vitro o in vivo, medir el efecto que dichos cambios provocan sobre




In transcripcién del gen que se esta ensayando. Este procedimiento permite identificar las
secuencias o elementos, que ejercen un efecto sobre s transcripcion, el cual puede ser
tanto positivo como negativo. Estos elementos, resultan ser los sitios de union de proteinas
regulstorias denominadas factores de transcripcion, los cuales pueden ser activadores o
represores( Atchitson, 1988) de este proceso (figura 1).

Figurs 1.0ngenizacién dei promalor de un gen trenscrito por la ARN polimerasa |l (Tomado de
Travers, 1903)

Existen dos procedimientos principales para idemtificar a los factores de
transcripcion. Uno de ellos es o ensayo denominado cambio en Is movilidad del ADN, en el
cusl un fracmento de ADN marcado, que contiene un posible elemento regulatorio, se
incubs con extractos de proteinas celulares. Posterionmente, mediante una electroforesis en
un gel no desnsturalizante de poliacrilamida se separan e compiejo ADN-proteins, del
ADN sin proteina unids. De esta manera, dicho compiejo al migrar mis lento, aparece como
une banda retardada en ia sutoradiografia del gel (figura 2).
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Figura 2, Método denominado cambio en la itidad del ADN o en gel (Tomado

de Latchman, 1892)

El otro método utilizado para identificar factores de transcripcion es el
ensayo de la huella digital de la DNasa I. En esta técnica, también se incuban extractos de



proteinas con el ADN, pero en este caso solo se masca o final de una de las caderas del
écido nucleico. Una vez que la proteina se une al ADN, este se digiere con pequefias
cantidsdes de In enzima DNasa 1. Después de este tratamiento, los fragmentos obtenidos se
separan por electroforesis, obteniéndose un patron de bandas definido. Sin embargo, en la
zona en 1a que se encuentra unida la proteina, se presents una zons sin bandas en ef gel, ya
que [a presencia de la proteina impide la digestion del ADN por la DNassa I (Damell et al,
1990, Lewin, 1994),

Los métodos mencionsdos anteriormente, permitieron aislar uns gran
cantidsd de secuencias y proteinas regulatorias relacionadas, que no se encontrabsn de
manera regular en todos los promotores, sino que solo estaban presentes en las regiones
regulatorias de genes especificos, infiriendo que estas proteinas activaban la transcripcion,
mediante las secuencias a las que se unian, de genes especificos bajo una condicion dada, en
un momento preciso.

En esta forma, se pudo establecer que los factores de transcripcion, son
proteinas que resultan ser esenciales dentro del esquema de regulacion de la transcripcion,
ya que su presencia o ausencia, determina en Ultima instancia que un gen determinado se
exprese o no.

Este control sobre la transcripcion se ejerce, por una parte a través de la
interaccion directa entre el ADN y una region especifica del factor; e dominio de union al
ADN, y por otra parte, por la interaccion del dominio de transactivacion de dicho factor,
con otros factores de transcripcion y/o con la ARN polimerasa.

A pesar de que los factores de transcripcion no son los tnicos elementos de
control, si son muy importantes ya que pueden regular, tanto positiva como negativamente,
toda una serie de genes responsables de una funcion particular, por ejemplo, la
diferenciacion de una célula especifica (Oppenheimer et al, 1991), la respuesta a
determinadas condiciones adversas, como la sequia en una planta (Urao et al., 1993), la
regulacion de una via biosintética (Hattori et al., 1992), cte.

Durante los ultimos diez afios, se han encontrado una gran cantidad de genes
que codifican para factores de transcripcion en levaduras, insectos y mamiferos, y se ha
demostrado que varias de sus caracteristicas estructurales , incluyendo parte de su secuencia
de aminodcidos, se ha conservado durante el curso de la evolucion. Si bien los genes de Jos
factores de transcripcion mas estudiados han sido los de animales e insectos, también se han
descubierto varios de ellos en plantas (Katagiri & Chua, 1992; Brunelle & Chua, 1993), El
hecho de que este tipo de proteinas se haya conservado en distintos organismos a fo largo
de la escala filogenética, indica que juegan un papel fundamental en la organizacidn
molecular de estos. Hasta la fecha se han encontrado diversas clases de factores de



transcripcion (Pabo & Sauer, 1992), los cuales presentan una serie de caracteristicas
comunes. Entre estas isticas se

UNION ESPECIFICA AL ADN

Una de las principales isticas de los f2 de transcripeion, es que
s¢ unen a una secuencia especifica de ADN. Ahora bien, para que se lleve a cabo dicha
interaccion, existen dos aspectos determinantes principales, uno de ellos es la secuencia
nucleotidica de la region del icido desoxirribonucleico con la que interacciona, y el otro es
Ia conformaci6n tridimensional tanto det ADN, como de {a proteina. La conformacion esté
determinada en primera instancia también, por Ia secuencia de bases en el caso del ADN y
por la de aminoicidos en el caso de Ia proteina. Las principales interacciones involucradas
en el contacto directo entre la cadena polipeptidica de la proteina y las bases expuestas que
conforman la doble hélice del ADN, son los puentes de hidrogeno que forman dichas bases
y las fuerzas de van der Waals. Sin embargo, estas interacciones no proporcionan la energia
wificiente para de estable el lejo formado entre la proteina y el ADN.

Pasa lograr esta estabilidad, la energia ia es proporcionads por las i
clectrostiticas entre los residuos de los aminoicidos basicos y la cargada
negativamente que forman los grupos fostato y los aziicares del ADN (Travers, 1993).

Se han do fa de ipcion que a pesar de que no se unen
al ADN, si pueden activar otros genes. Tal es ¢l csso de la proteina VP] que se encuentra
involucrada en la expresion de proteinas de al jento de la semilla del maiz.
Mediante varios experi , se ha d rado que el dominio écido de esta proteina
puede activar la transcripcion de otros genes (Ptashe, 1988), se ha propuesto que, debido &
que VP carece de un domino obvio de union, puede actuar sobre otras proteinas que se
unen al ADN (Brunelle et al., 1993). Sin embargo la mayoria de las proteinas regulatotias
hasta ahora descritas interaccionan con el ADN.

ESTRUCTURA DEL DOMINIO DE UNION AL ADN

Generalmente, el dominio de union at ADN esta compuesto por aminoacidos
que contienen residuos bisicos como la arginina, lisina, histidina, etc. esto como ya se
menciond anteriormente, permite que al interacionar estos grupos con el ADN que posee
una carga neta negativa, se logre una estabilidad del complejo proteina-ADN.



La mayoria de las secuencias de los factores de transcripcion que se han
descrito hasta ahora, poseen dominios de union al ADN que pueden agruparse en fres
familias principales:

DOMINIO HELICE-GIRO-HELICE

El dominio de unién al ADN denominado Heélice-giro-hélice fue la primera
estructura de este tipo que se descubri, por lo tanto, es una de las que se ha estudiado mas
arduamente. Se identifico por primera vez en proteinas regulatorias de organismos
procariotes las cuales forman dimeros para unirse al ADN, estos primeros ejemplos fueron
las proteinas regulatorias del fago A denominadas CRO y C1 y la proteina activadora de £.
coli {lamada CAP (Johnson and McKnight , 1989) .

Gracias a estudios cristalogrificos de rayos x, tanto de las proteinas aistadas
como de los complejos proteina-ADN, se establecio que este dominio esta constituido por
dos a-hélices relativamente cortas, que se encuentran separadas por un giro de tipo B (figura
3). Este giro en la estructura es posible debido a la presencia de un residuo de glicina entre
las dos hélices, este aminoicido actua como un eje flexible que permite que la cadena
polipeptidica se doble entre las dos hélices de que p bl
hidrofobicos entre ellas (Travers, 1993).

La helice que se localiza mis cercana al extremo carboxilo-terminal,

denominada hélice 3 se ra orientada de manera antiparalela a la otra hélice, llamada
hélice 2. La hélice 3 interacci dir t di Iy de sus aminoacid

presumiblemente glicinas (Schleif, 1988), con las bases expuestas en ¢l surco mayor del
ADN. Por esta razon se ¢ i bién hélice de r imi i que la hélice
2 se situa a través del surco mayor i i do inespecific con el ADN. De esta

nunera, la hélice de reconocimiento es la que controla la especificidad de union de este
dominio.

Al estudiar varias proteinas que presentaban este dominio, se observé que a
pesar de que la g ia del dominio estaba al conservada, existia una variabilidad
en [a secuencia de aminoacidos. Sin embargo, se observo también, que existian una serie de
aminoacidos que se conservaban en ciertas posiciones de la cadena polipeptidica. De
manera que en la hélice 2, el cuarto residuo posee una cadena lateral hidrofobica, mientras
que el quinto residuo generalmente es alanina o glicina. También el giro de tipo p se inicia
con una glicina e invariablememte es seguido por un residuo que posee una cadena
hidrofobica, ademds, los residuos cuatro y siete que constituyen la hélice 3 estan ocupados
por aminoacidos basicos (Joh and McKnight , 1989).
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reconocimiento

Figura 3. Dominio Hélice-giro-hélice (Tomado de Latchman, 1990)

Homeodominio

La conservacion de estas posiciones dentro de la secuencia de aminoécidos
del dominio hélice-giro-hélice en procariotes, permiti6 que se pudicran reconocer proteinas
similares en organismos eucariotes. De esta manera, este dominio se identificd en una
familia de proteinas de Drosophila que controlan una serie de etapas clave dentro de la
diferenciacion temprana de este organismo.

Estas proteinas presentan una region muy conservada de aminoacidos,
alrededor de 60, los cuales fueron denominados Homeodominio. Al realizar estudios
estructurales del mismo, se encontrd que estaba constituido por 4 «-hélices, de las cuales,
dos de ellas, las hélices 2 y 3 estaban separadas un giro de tipo B, 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 aminoacidos dentro de la hélice de reconacimiento la
que determinaba el sitio de unién. De tal manera, que si dicha secuencia variaba, también
seria diferente el sitio de union. Para comprobar esto, se realizaron experimentos con las



proteinas de Drosophila en los cu;les se intercambiaron estas hélices, dando como
ltado que eft una p ia el sitio de union de la otra, ya que
poseia su hélice de reconocimiento,

Continuando con estos experimentos, al intercambiar  residuos de
aminoacidos dentro de esta hélice del homeodominio, se identifico también que el residuo
ubicado en la posicion numero 9, era indi ble para el reconocimi especifico, ya
que al substituirlo se perdia dicha especificidad, cosa que no sucedia si se cambiaban otros
aminoacidos y se conservaba e} noveno. Este iltimo descubrimicnto estaba en cierta manera
en desacuerdo con los datos obtenidos al diar el dominio hélice-giro-hélice de los
organismos procariotes, en donde se habia identificado a los aminoacidos que se
encontraban en el extremo amino-terminal, como los mas importantes para la unién
especifica al ADN. Sin embargo, gracias a los estudios estructurales del gen de Drosophila
denominado Antennapedia, se comprobo Ia importancia del aminoacido nimero nueve para
la unién especifica del homeodominio, de esta manera se concluyo que la hélice de
dominio se orientaba de manera diferente en el surco mayor del
ADN, de tal forma que el extremo carboxilo, en donde se encuentra el aminoacido nimero
nueve, es ¢l responsable de la interaccion especifica con las bases expuestas de la estructura
del acido nucleico (Pabo & Sauer, 1992).

reconocimi en este

Dominio Ayb

El dominio Myb, se identificd primero en la proteina codificada por el
oncogcn Myb (v-myb) del retrovirus AMV (Avian Myeloblastosis Virus) (Klempnauer et -

., 1982). Este virus tiene la capacidad de producir leucemia mieloblastica o monocitica en
cl pollo, y de transformar cultivos de células de tipo mielomonociticas.

Para identificar este dominio, se probd la capacidad de dicha proleina para
unirse al ADN al removerle diferentes regiones. Esto permitid establecer que la regién
indispensable para dicha unién se encontraba en el extremo amino-terminal (Klempnauer &
Sippel, 1987).

Posteriormente, se comprobd que una gran cantidad de genes que
codificaban proteinas relacionadas con ¢} gen vmph se encontraban en especies diferentes
como mamiferos, insectos y plantas. Todas estas proteinas presentaban homologia con el
gen v-myb en la region amino terminal, es decir en el dominio de¢ unién al ADN. Esto
sugeria que dicho dominio resultaba importante para la funcion de la proteina.

De esta manera, una vez identificado, se comprobd que la  unién del
dominio



Myb resulta especifica (Biedenkapp et al., 1988), ya que las proteinas que lo poseen se
unen a la secuencia consenso:

' pYAACGTG
En donde py implica una pirimidina

A pesar de esto, no se conocia con certeza la estructura del dominio Myb, e
inclusive en un principio se pensd que no presentaba ninguna homologia con el dominio
hélice-giro-hélice (Biedenkapp et al., 1988). Sin embargo al estudiar mas a fondo la

a, se 6 que el dominio Myb esta conformado por una serie de repeticiones
imperfectas de una ia de aproximad 50 aminoacidos. En plantas y levaduras
se an p ini dos repetici de esta ia, mi que en

animales estos genes poseen tres repeticiones.

Los aminoacidos cn cada repeticion, forman tres a-hélices, las cuales se
encuentran agrupadas alrededor de un nicleo hidrofobico constituido por tres triptofanos
altamente conservados (Frampton et al., 1991). Estos triptofanos estan separados por una
cadena de 18-19 aminoicidos, y entre las a-hélices se encuentran intercalados giros muy
similares a los ados en el h dominio, 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 interaccion con el ADN. Asimismo se sabe que la a-
hélice 3 de cada repeticion, es la responsable de la union especifica 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 reconocimicnto de las
bases en el surco mayor del ADN (Ogata et al., 1992).

Si bien el homeodominio y el dominio Myb son muy parecidos, existen varias
caracteristicas que los distinguen, entre ellas se encuenira el hecho de que en el dominio
Myb, el giro que separa a las a-hélices, es un aminoacido mas largo y contiene un residuo
de prolina, ademas la orientacién relativa de las hélices 2 y 3 es distinta (figura 4). Dentro
de la repeticion 3 del dominio Myb, las hélice 1 y 2 estan alineadas oblicuamente, mientras
que la hélice 3 se ra casi perpendicular a la hélice | (Ogata et al., 1992).

Finalmente, se ha demostrado que la proteina del gen v-myb, produce un
plegamiento en el ADN cuando se une a su secuencia consenso (Saikumar et al., 1994),
esto puede representar una caracteristica fundamental en el mecanismo de activacion de las
proteinas que contienen este dominio, ya que el plegamiento del ADN es uno de los
mecanismos propuestos para explicar el hecho de que una proteina regulatoria pueda influir
en la transcripcion de un gen que se encuentra a cientos de bases de distancia




Figura 4. Esg: dela prop entre el Myb y el ADN (Tomado de
Frampton et al., 1961)

DEDOS DE ZINC

Este dominio de unién a) ADN, fue descubierto cuando se estudiaba la
expresion de los genes encargados de la sintesis del ARN 58S en 1a rana Xenopus laevis. La
transcripcion de estos genes se encuentra regulada por el factor de transcripcion TFIIA, el
cual junto con otros dos factores, TFIIIB y el TFIIC, forman un complejo que
i con la ARN polimerasa 111

Cuando se intentaba purificar el factor TFIIIA, se descubrio que ia presencia
de zinc era indispensable para obtener cantidades aceptables de proteina. Una vez que esta
se obtuvo pura, se observé que existian una serie de subestructuras, de tamaflo similar, que
se resistian al ataque de una enzima proteolitica. Ademas se comprobd por absorcion
atomica que efectivamente, la proteina TFIIIA contenia alrededor de 10 moléculas de zinc
dentro de su estructura (Rhodes & Klug, 1993).

Estas observaciones sugerian que el zinc representaba una parte fundamental
dentro de la de la proteina y que ademas, esta se encontraba constituida de




subunidades repetidas, dentro de las cuales, de alguna manera, los aminodcidos que las
constituian, se enlazaban fuertemente entre ellos para formar una estructura bastante
estable.

Al analizar la ia de aminoicidos del factor TFIIIA, se encontro que
efectivamente, dentro de una region de la cadena polipeptidica se encontraba una secuencia
de aminoécidos que se repetia nueve veces:

T/F-X-C-X-C-X3,4-C-X5-F-Xs5-L-X;-H-X; - H-X;5

T= Tifosina L= Leucina
F= Fenilalani = Histidi
C= Cisteina X= Cualquier aminoécido

Las letras en negritas indican los aminodcidos conservados.
Dentro de esta secuencia repetida se conservaban invariablemente, en cuanto a su
posicion, un par de cisteinas, separadas por una cadena de 12 aminoacidos dentro de la cual
_también se conservan “una leucina y una fenilalanina y una serie de aminoécidos basicos,
seguidos por un par de histidinas. Estos datos, junto con las observaciones acerca del zinc,
llevaron a proponer una estructura dentro de la cual el dtomo de zinc formaba un
compuesto de coordinacion tetraédrico al enlazarse con las dos cisteinas y las dos histidinas,
mientras que los residuos entre estos aminoacidos formaban una espiral que se proyectaba
fuera del plano de dicho compuesto, simulando un “dedo” (figura 5), de aqui el nombre del
dominio. La interaccion entre el zinc, las histidinas y cisteinas fue comprobada después por
espectroscopia de absorcidn de rayos x (Lewin, 1994).
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Figura 5. Primera estructura propuesta pa}a los “dedos* de zinc (Tomado de Struhl, 1988)



A pesar de que este modelo concordaba con los descubrimientos hechos
hasta ese tiempo, quedaba Ia duda si efecti Tos 12 residuos formaban simplemente
una espiral. De esta manera, considerando también estos datos, se propuso un modelo
alternativo, basindose en  la estructura ya conocida que presentaban ciertas
metaloproteinas, esta estructura puede dividirse en dos mitades, en una de ellas, se
encuentra una a-hélice formada por la cadena de residuos que se encuentran entre las
cisteinas e histidinas, mientras que en Ia otra mitad se forma una hoja tipo p. constituida por
dos cadenas B antiparaleias. Las dos cisteinas se an flanqueando el giro que se
forma en la hoja tipo P, mientras que las dos histidinas se encuentran en Ia “cara interior” de
Ia hélice, de frente hacia Ia hoja tipo B (figura 6). Asi, el 4tomo de zinc puede formar un

p ) de coordinacion con estos aminoacidos y estabilizar la estructura, manteniendo
unidas las dos mitades (Damell et al., 1990).

Hélices "

lipo B g

e (1 -Hélice

Figura 6. Estructura mas probable de los *dedos* de zinc lipo cisteina-histidina (Tomado de
Latchman, 1902)

Existe otro dominio de unién al ADN relacionado al de los “dedos" de zmc,
pero estructuralmente distinto, este dominio, denominado por al como
“dedos” de zinc de multicisteinas (Latchman et al., 1990), esta édhfom\ado. por la
secuencia conservada de aminodcidos: i

Cis-X,-Cis-X)3-Cis-X~Cis-Xs, .rCu-X,-Cns-Xq-Cls-ernsX‘ C|s
En donde Cis representa una cisteina y X implica cualquier sminoécido,




Dentro de esta estructurs, el zinc también forma un compuesto de
coordinacién con aminodcidos de la cadena polipeptidica, pero en este caso es con cuatro
cisteinas en vez de con dos histidinas y dos cisteinas. Esta interaccion también se ha
comprobado por esp pia de absorcion de rayos x . De esta mancra, se podria pensar
que la tnica difcrencia entre este dominio y el de los ““dedos” de zinc es Ia substitucion de
dos cisteinas por un par de histidinas. Sin 80, se comprobé que do se substituian
dichas cisteinas, ya sea por histidinas o por cualquier otro aminoéacido, el dominio perdia su
capacidad de unirse al ADN. Ademis se 6 que la ia de aminodcidos que
podria formar un “dedo”, no se repetia invariablemente, sino que solo lo hacia dos veces
formando una sola estructura y no unidades independicntes como en el caso de los “dedos”
de zinc. Por estas razones, se pudo inferir que estos dominios son fi y distintos.

Una de las proteinas mejor estudiadas, desde el punto de vista estructural,
que presentan este dominio, es el receptor de la hormona glucocorticoide, dicho dominio
esta constituido por dos espirales y dos a-hélices, estas hélices se encuentran
perpendiculares una con resp a la otra, mientras que el zinc se une & 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 o-hélice. En esta proteina, la primera hélice interacciona
especificamente con el ADN colocandose en el surco mayor, mientras que ¢l resto de ia
estructura, es decir, las dos espiras y la otra a-hélice interaccionan con a estructura de
soporte del ADN constituida por las aziicares y los grupos fostato (Lewin, 1990).

HELICES ANFIPATICAS

A) Cierres De Leucina

Este dominio se descubrié cuando se intentaba conocer més a fondo el papel
que desempefiaba la  proteina regulatoria C/EBP. Se sabia que esta protcina que se
encuentra en higado de rata y es resistente al calor, se unia a secuencias regulatorias
presentes en los promotores de varios genes, tanto virales como de mamiferos. Cuando se
purifico y posteriormente se aislo el gen, entonces fue posible comparar la secuencia de
aminoacidos con las secuencias de las demas proteinas reportadas hasta entonces
(Mcknight, 1991). En base a esta comparacion, se pudo encontrar gue una region de la
proteina C/EBP, rica en el aminodcido leucina, también se encontraba en las proteinas
codificadas por los oncogenes Fos y Jun.

C/EBP LTSDNDRLRKRVEQLSRELDTLRGIFRQL
Fos LQAETDQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKL



Jun LEEKVKTLKAQNSELASTANMLREQVAQL
L~ Leucina

En estas regiones se encontré que la leucina se encontraba siempre en la
séptima posicion, formando un hepteto que se repetia 4 veces dentro la cadena de
aminodcidos. Ena region se puede esquematizar como una a-hélice en Ia cual se presenta
una leucina cada dos vuelias, conservindose de un solo lado de la hélice, formando una
especie de “cordillers” de leucinas.

Ademis de esta secuencia, todas las proteinss de este tipo presentaban una
fegion adyacente muy rica en aminoécidos cargados, principalmente lisina y arginina,
conformando una region bisica con carga positiva orientada hacia el extremo amino
terminal.

La secuencis conservada de leucinas resultaba muy similar & la de las
proteinas fibrosas como las miosinas y quesatinas. Estas proteinas forman dimeros dentro de
fos cuales dos hélices se enrollan sobre si mismas para formar una espiral doble, por lo que
ests era la estructura mis probable del cierre de leucina.

De esta forma se postulo que el dominio que constituja el ciesre de Jeucina
permitia la dimerizacion de [a proteina mediante la i ion de los residuos de |
sobresalientes de las dos proteinas, simulando los dientes de un cierre.

P iormente gracias a estr les y a mutaciones dirigidas en ila
proteina C/EBP, se pudo comprobar que, en efecto, el dominio del cierre de leucina era
indispenssble pars conformar un dimero, ya que la itucion de este aminoécido impedia
que se uni las dos proteinas. Al no producirse la dimerizacion, la proteina era incapaz
de unirse al ADN. Sin embargo se comprobo que no era el dominio del cierre de leucina el
que establecia contacto con el ADN, sino la region basica contigua, en ia cual se realizaron
mutaciones y se comprobd que a pesar de que la proteina no se unia al ADN, si formaba
dimeros.

"

Por lo tanto se llego a la conclusion de que este dominio esti constituido por
un dimero que se forma cuando dos a-hélices anfipaticas, una de cada proteina, se enrollan
sobre si mismas gracias a las interacciones entre las leucinas, para formar una espiral doble
(Pabo & Sauer, 1992). Esta conformacion permite que el resto de la estructura, es decir las
regiones basicas, se encuentren en la posicion correcta para interaccionar con el ADN.

Estas regi basicas  también forman una a-hélice, la cual sufre una ruptura por la
presencia del aminoicido conservado aspargina, esta ruptura le da a la hélice un aspecto de
gancho que le permite interacci d d con el ADN (figura 7).
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Figura 7. Dominio de cierre de leucina (Tomado de Latchman, 1980)

B) Helice-Vuelta-Helice

La comparacion de secuencias de aminoacidos de diversas proteinas
regulatorias tales como Ia proteina muscular MYOD, las proteinas E12 y E47 que aumentan
Ia afinidad de union de- las inmunoglobulinas, proteinas tipo MYC codificadas por el
oncogen c-my, etc, llevaron a la proposicion de la exi ia de otro dominio de unidn al
ADN denominado hélice-vuelta-hélice. Este dominio, al igual que en el caso de las proteinas
con cierres de leucina, presenta una region de aproximadamente 15 amirioacidos, con
cardcter basico que se une al ADN. Sin embargo, la estructura del clerre de¢ leucina es
substituida por una regién capaz de formar dos hélices anfipaticas, 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 aminoacidos cargados en un solo lado de la hélice
(Lewin, 1994).

- El analisis de deleciones de Ja proteina MyoD, demostrd que la ausencia del
dominio hélice-vuclta-hélice inhibe la dimerizacion de [a proteina y por consecuencia su
unién al ADN, de tal forma que este dominio actia de manera similar al de cierre de
leucina.

En el caso de las proteinas tipo MYC, la organizacion de su dominio de
unién es todavia mis 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 posicion equivalente
a la ocupada por el dominio basico de las proteinas C/EBP, FOS, JUN y GCN4 (Johnson

1”7



and McKnight, 1989) . De esta manesa, se puede inferir que este ultimo dominio es e} que le
confiere a Is proteina su capacidad de pecificas de ADN (figura 8).

Hélices
anfipiticas

~

Figura 8. Dimero de una prateina con dominio de unién hélice-vuelta-hélice (Damell, 1990)
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DOMINIO DE TRANSACTIVACION

El dominio de activacion es 1a otra region fundamental de un factor de
transcripcion, ya que mediante esta, puede realizar una interaccion con otros factores de
ipcion y una regulacion mucho mas compleja. Asi entonces, una
combinacion de estas protei pueden regular a transcripcion no solo activandola, st no
también pucden tener un efecto negativo, o incluso pueden afectar los niveles de
transcripcion del gen bajo su control. Esta region puede tener una longitud desde 30 hasta
100 amino#cidos.
Una de las caracteristicas importantes del dominio de activacion, es que
_ puede funcionar ain con diferentes dominios de union al ADN. Por ejemplo, se ha
demostrado que una proteina regulatoria que posee un dominio de unién al ADN con una
estructura  de “dedos™ de zinc, la proteina JUN, puede actuar como activador
transcripcional aun cuando dicho dominio se cambie por el dominio de unién del represor
de £. coli LexA, el cual forma una estructura de hélice-vuelta-hélice (Struhl, 1989).
El primer dominio de activacion que se caracterizd, fue el del gen de
levadura GALA (Prashne, 1988). Este dominio presenta un cardcter Acido, es decir posee
una carga neta negativa y en algunos casos presenta también regiones ricas en residuos de
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serina y treonina. Dentro de este dominio no solo es importante su caracter &cido, sino que

también se debe considerar su a. El analisis de deleci y el mapeo proteolitico,
indican queesta region es una serie de repetid p por a-hélices de
cardcter snfipitico, proponiéndose que esta superficie es la que interacciona con otras
proteinas dentro de la maquinaria de la ipeion (Struhl, 1989) . Estas estructuras

repetidas, ademas de no presentar similitud en su secuencia de aminoicidos, resultan ser
funcionalmente redundantes (Mitchell & Tijian, 1989).

Se han encontrado varias proteinas regulstorias que poscen caracteristicas
similares a las de este dominio de activacion dcido, pero no se han podido identificar
secuencias conservadas como en ef caso de los dominios de union. Algunos ciemplos de
estas proteinas son ¢l receptor de la hormona glucocorticoide, el factor JUN, el producto
del gen AP-1, etc.

) £l dominio de activacion de caricter acido, no es el tnico que se ha
encontrado, pues existen por lo menos otros dos tipos de dominios. Uno de ellos, se
encontré en ¢ factor Spl. Esta proteina posee una region rica en glutaminas
{aproximadamente el 20 %) fa cual se ha demostrado que posce un efecto activador sobre la
transcripcion de genes reportesos. Se han encontrado otros ejemplos de un dominio de
activacion rico en glutaminas en proteinas de Drosophila, como A pedia, Zeste, en
proteinas de levadura como GAL!1 y HAPL; y en mamiferos como OCT-i y OCT-2
(Mitchel! & Tjian, 1989) . Al igual que en el dominio acido, cuando se compararon las
secuencias de esta regiones, no se pudieron encontrar secuencias conservadas.

El tercer tipo de dominio de activacion que se ha encontrado es el de la
proteina CTF. Este dominio es rico en prolinas (entre un 20 y 30 %), estos aminoicidos
impiden que dentro de la estructura se formen hélices. Por lo tanto, este dominio contrasta

con el dominio de caracter acido, en donde se an a-helices anfipaticas (figura 9).
Debido que existen diversos dominios de activacion con caracteristicas tan
diferentes, no ha sido posible hasta e! momento, proponer un ismo general

el cual se licve a cabo la activacion de la transcripeion de un gen. Algunos autores como
Tjian, proponen que el dominio acido de activacion es la estructura principal mediante fa
cual se realiza la activacion por parte de los factores de transcripcidn, mientras que las
proteinas Spl, Octl, etc,, cuya region de activacién no posee esta caracteristica, actizan a
través de otros factores o intermediarios que si poseen dicho dominio (Ptashne and Gann,
1990). Existen evidencias de que los dominios de transactivacion ricos en glutaminas o en
prolinas, estimulan la transcripcion proximal. Esto es, a partir de la caja TATA o de sitios
relativamente cercanos a esta, mientras que fos dominios 4cidos y/o ricos en serina/treonina



estimulan la transcripcion distal, o sea a partir de una secuencia aumentadora (Scipel et al.,
1992).

Figura 8. Diferentes estructuras para los dominios de activacién. A) Dominio de activacién bésico
del gen GAL 4; B) Dominio rico en glutamina encontrado en el factor Sp1; C) Dominio rico en
prolinas caracterfstico del factor CTF. (Tomado de Miichell et at., 1989)

El hecho de que un dominio de activacién de un factor determinado pueda
activar un gen aun con otro dominio de unidn, sugiere, que los factores de transcripcion
actian sobre elementos que se conservan dentro del proceso de transcripcion en organismos
eucariotes, como son los factores generales que se unen a la caja TATA, como la proteina
TFIID, o sobre la ARN polimerasa [I directamente.
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FAMILIAS DE FACTORES DE TRANSCRIPCION

A diferencia de ios orgsnismos procariotes, en donde generalmente una
proteina regulatoria sol una ia especifica, en organismos eucariotes
se ha encontrado que existe una gran variedad de familias de proteinas regulatorias que
reconocen sitios de ADN muy similares. Estas familias se han originado, al igual que
muchos de los genes que controlan, a través de Is evolucion, por procesos como
duplicacion de genes, divergencia, etc. (Mitchell and Tjian, 1989) . La relacién que existe
entre los genes de estas familias, se presenta principalmente a nivel de su dominio de union
al ADN, ya que Is divergencia en la secuencia de aminoicidos que presentan fuera de ese
dominio, dos genes de una misma familia, da lugar a funciones muy diferentes.

Algunos ejemplos de estas familias son los genes de Drosophila que
contienen ¢l dominio de union al ADN denominsdo homeodominio, todos estos genes, a
pesar de ser diferentes a nivel de secuencia, reconocen una misma region, !a cual es rica en
adeninas y timinas. Los oncogenes v-jun y v-fos, asi como también algunas proteinas de
levadura y Drosophila, i i conuna ia comun d inada 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 resp a determinad imulos. De esta una famitia de
genes regulatorios puede regular por ejemplo, a un grupo de genes relacionados en tejidos
diferentes. Esto rep un si de regulacion flexible y lo sufici preciso
pars que una pequefia diferencia en fas ias de imi o en la afinidad de los

factores por el sitio, permita activar diferencialmente a un gen especifico.
REGULACION DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION

Desde hace mucho tiempo, se sabe que aiin cuando una célula se encuentra
inhibida en su sintesis de proteinas, existe una induccion de la transcripcion dentro de fa
célula en respuesta a algun estimulo, por ejemplo al calor, esto sugiere, que los elementos
que regulan la transcripcién, como las proteinas regulatorias, no se sintetizan de “novo”,
8ino que ya estdn 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 transcripcion preexistentes ( Darnell et al., 1990)

Se han descubierto varios i di los cuales los factores de

4

tr ipcién son regulados, la mayoria de estos mecanismos implican la fosforilacion o
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defosforilacion de ciertos residuos en las cadena polipeptidicas de los factores. Lo cual no
remlta extraho debido a que se ha observado que una gran cantidad de estimulos que
afectan Ia expresion de los genes, tambié jtan en Ia activacion de enzimas que
fosforilan proteinas, denominadas protein-cinasas.

La regulacion por fosforilacion puede imp tanto la
inhébicion de un factor de transcripcion dado. Esto depende del factor mismo y del nivel al
cual se de 1a regulacion. De esta manera, existen tres niveles a los cuales puede presentarse
entre control:

o 7

como la

Regulacion de la translocacion hacia el micleo

Este es uno de los principales mecinismos que se han encontrado para
regular la actividad de un factor, ya que este generalmente ejerce su accion en el nicleo, y
si se encuentra fuera de este, es decir en el citoplasma, no podra ilevar a cabo su funcion. Se
ha encontrado que un gran nimero de factores son proteinas fosforiladas, las cuales se
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 nicleo donde se encuentran sus genes blanco (Hunter & Karin, 1992).

Asi, la regufacion del transporte al niicleo de una proteina regulatoria
generalmente es positiva, ya que la fosforilacion permite que el factor lleve a cabo su
activacion. Entre las proteinas que se do que se regulan de esta manera estén la
proteina CREB, el receptor de la hormona glucocorticoide, la proteina C/EBP, etc.

Regulacion de la actividod de union al ADN

Este mecanismo, en contraste con el primero, generalmente posee un efecto
negativo, ya que la fosforilacion de residuos como fa serina y treonina dentro de la cadena
de aminoacidos del factor resulta en una disminucion de su afinidad o en la inhibicion total
de la union al ADN. Casi siempre, los aminoacidos que se fosforilan se encuentran muy
cerca del dominio de union al ADN del factor, por lo que se ha propuesto que la causa de
esta inhibicion es consecuencia de la repulsion electrostatica entre los grupos fosfato
presentes en la estructura del ADN y los grupos fosfatos afladidos a 1a proteina

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:

5’ (T/IC)AAC(T/G)G-3'
(Lusscher et al.,, 1990). La fosforilacién de esta proteina provoca un decremento en la

actividad de union, y este efecto es reversible después de un tratami con fosfe Se
sabe bién que los rtesiduos que se fosforilan son serinas que se encuentran
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aproximadamente a 30 bases del dominio de unién al ADN. Otros factores de transcripcion
que se regulan de esta manera, son el factor jun, la proteina Oct-1, etc.

Regulocion de la ¢ fwacion
Otro de los mecanismos mediante los cuales s¢ regufa a fos factores de
transcripcion es activando su transactivacion. Al diar la fosforilacion de ciertos factores

se ha encontrado que los residuos modificados (serina y treonins) se localizan en el dominio
de activacion del factor, tal es el caso de la proteina CREB. Se ha propuesto que el efecto
de la fosforilacion sobre el factor, que contiene carga negativa, e el de permitirle & este
incrementar su habilidad para interaccionar ya sea directa o indirectamente con la
maquinaria de iniciacion de la transcripcion (Seipel, et al, 1992). Otros ejemplos de este
tipo los representan e producto del gen GAL , del gen c-myc, c- jun, etc.

TRANSDUCCION DE SENAL

En un organismo multicelular, existen ctapas especificas como la
diferenciacion, el desarrolio, o la respuests a determinados estimulos, dentro de las cuales,
una seric de seflales diferentes fuera de la célula pueden modificar tanto el nimero como el
tipo de factores de transcripcion con los que dicha célula cuenta.

Uno de los ejeniplos mas claros, se ilustra con fa respuesta que presentan casi

todos los organismos (bacterias, levad) i y mamiferos) a temperaturas mas altas
de lo normal. Bajo estas condici se suspende 1a transcripcion de la mayoria de los
genes, para transcribir una seric de genes que codifican a las proteinas denominadas de
choque térmico. Estas proteinas, ayudan a la supervivencia del organismo a temperaturas

levadas (por ejemplo, enh esta temp es de 39-40 °C, mientras que 30 °C es
suficiente para inducir estas proteinas en /Jrasophila). El analisis de la region regulatoria de

los genes que codifican este tipo de proteinas, ha permitido identificar algunos factores de
transcripcion que se unen reversiblemente a los promotores de dichos genes, activando su
transcripcion. De esta manera, en Drosophila se identifico el factor de choque térmico HSF,
este factor es una proteina de 110 kilodaltones fa cual sufre uma modificacion
postraduccional para cambiar de su forma inactiva a su forma activa (Darnel!, et al,, 1990).
Uno de los ejemplos de transduccion de sefial mejor entendidos, es el caso de
los genes activados por hormonas de tipo esteroide. Estas hormonas tienen la propiedad de
ser solubles en lipidos por lo que pueden atravesar ficilmente la membrana cefular para
unirse a un factor de transcripcion, denominado en este caso receptor de la hormona. Este
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ahtimo forma un complejo con Ia hormona, lo cual le permite unirse al ADN y activar los
genes bajo su control (figural0). El primer receptor que se caracterizo fue ¢! de la hormona
glucocorticoide, la cual se produce principaimente en la glindula adrenal. También se han
aislado los genes de los receptores especificos del estrogeno y de la progesterona.

Los sitios de unién al ADN de estos p . P una longitud
promedio de 15 bases, y son de naturaleza simétrica, esto se debe a que estos flctores
generalmente se unen al ADN como dimeros.

Compljo
receptor
inhibidor

Complejo

Figura 10. Mecanismo de activacién de un gen por una hormona liposoluble (T 6mad6 de Damell,
1960) : :

:.Existe ofro mecanismo de activacién de genes, en el cual, la molécula que - ~

produce la sefial no atraviesa la membrana, sino se une a un receptor en la superficie de la
célula. Una vez que se produce esta interaccion, se desencadenan una serie de eventos
intracelulares que involucran la actividad de los Ilamad oS darios como el
Ca® , el diacilglicerol y nucledtidos ciclicos. Estos mensajeros provoc.\n la fosforilacion de




proteinas regulatorias a través de la activacion de ci dependicntes de calcio, de la
proteinasa C, o de la accién de) AMP ciclico.

Entre los ejemplos mejor estudiados de este tipo de activacion, se encuentra
el caso del factor NF-xB. Este factor estimula la transcripcion de los genes que codifican las
inmunoglobulinas clase kappa producidas por los linfocitos B. Se sabe que esta proteina
existe en forma inactiva en el citoplasma debido a que se encuentra acoplada a un inhibidor,
sin embargo, después de que, por eiemplo, se une un lipopolisacirido bacterisno al receptor
celular, se produce la fosforilacion del factor NF-xB, lo que permite que se dirija hacia el
nlicleo y active la transcripcion de sus genes blanco (Damell et al., 1990).

En otro ejemplo de este mecanismo, el interferon a, que es un polipéptido de
150 aminoacidos, se une, en respuesta a la infeccion de diferentes virus, a un receptor de
superficie celular. Dicha unién activa a un factor de transcripcion, el IFNa, e cual
normalmentc esta inactivo en el citopl Como itado de esto, dicho factor se
transporta hacia ef nicleo para activar la transcripcion.

Factores De Transcripcion En Plantas

ELGENCOP t

El desarrollo de la semilla de una planta puede seguir 2 rutas morfogénicas
diferentes, una en presencia de luz (fotomorfogénesis) y otra en ausencia de la misma
(slokotomorfogénesis).

Estudios mutacionales realizados en la planta Arabidopsis thaliana,
condujeron al aislamiento del gen Cop 1 (Deng, et al., 1992) , el cual se propone que tiene
la funcién de reprimir la ruta fotomotfogénica en la obscuridad.

El andlisis de secuencia de este gen, reveld que posee un dominio de unién al
ADN de la clase de los “dedos” de zinc, similar al que presenta el receptor de la hormona
glucocorticoide. Otra caracteristica interesante de esta proteina radica en cl hecho de que en
¢l extremo carboxilo, tiene un dominio similar a los que pr p gulatorias de
cardcter negativo que se han encontrado en levaduras. Esto tltimo refuerza la afirmacién de
que la funcion de esta proteina es la de ser un represor maestro, inactivable por la luz, de Ia
ruta fotomorfogénica (Deng, et al., 1992) .
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GEN KNOTTED-1

El gen Knotted-1 (Knl), se aislé a partir de mutantes de maiz obtenidas por
insercion de transposones. El fenotipo observado en estos mutantes fiie ¢l de la alteracion
del desarrolio normal de Ia hoja, ya que las venas laterales de la hoja no se diferencian
sdecusdamente y forman “nudos” (Vollbrecht et al.,, 1991). La secuercia de Knl revela la
presencia de un homeodominio similar al de proteinas de humano (Prl) y de levadura
(MATP), presentando un 35% de homologia con estas proteinas. Las caracteristicas que
presentan las plantas mutantes en el gen Knl, asi como el hecho de que ta proteina poses un

homeodominio, sugieren que dicho gen regula & genes involucrados en ¢l d ilo de la
hoja del maiz.

GEN OPAQUE 2

Este gen se identifico primer en base a dios genéticos en plantas

de maiz, sin embargo, se aislo a partir de mutantes producidas por Ia insescién de
transposones (Hartings et al,, 1989) . Los estudios genéticos indicaron que la mutacion del
gen Opague 2, jonaba una disminucion de Ia acumulacion de proteinas de
almacenamiento en I semilla. Estas proteinas constituyen un grupo de polipéptidos solubles
en llcohol que se sintetizan en el endospermo, entre 15 y 40 dias después de s

poli ion. Estos dios d que la disminucion de las proteinas de
almacenamiento, se encomraba correlacionada con s disminucion de sus ARN menssjeros,
sugiriendo que dicha ion alteraba Ia tr ipcion de los genes de dichas proteinas.

El gen Opaque 2 presenta un dominio de union al ADN similar al de los
oncogenes fos y jun es decir contiene una estructura de cierre de leucina caracteristica de
dichos factores de transcripcion. La region adyacente a dicho dominio es rica en
aminoacidos basicos y también es similar a la que se a en los «
mencionados y en el factor de levadura GCN4.

&

GENES MYB

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

Un oncogen es una forma mutada de un gen normal (protooncogene), el cual
generalmente se encarga de controlar algin aspecto de la division celular. Cuando este gen
sufre alguna ion, o una desregulacién de su expresion, puede producir cancer, el cual
se manifiesta por una division celular no controlada y pérdida de la diferenciacion. Esta
d lacion puede ser ionada por un virus al integrarse al genoma de la célula o por
mutaciones ocasionadas por agentes fisicos o quimicos. De esta manera, se sabe que los
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oncogenes myb se expresan en tejido h poyético inmaduro y apa participan
en la diferenciacion de ese tejido (Sheng-Ong, 1990).

Los genes relacionados con los genes myb realizan una serie de funciones en
diferentes organismos a través de la activacion transcripcional de diferentes genes
(Sablowski et al., 1994). De tal forma, estos genes pueden participar en la diferenciacién
celular (Oppenheimer et al., 1991), en la regulacién de vias biosintéticas (Hattori et al,
1992), o en la respuesta a determinadas condiciones ambientales extremas como el estrés
hidrico (Urao et al., 1993).

GenC/ -

El gen C/, aislado de la planta -del maiz por insercion de
transposones, fue el primer gen con homologia a oncogenes celulares de tipo myb que se
describio en plantas. Mediante estudios genéticos se determind que este gen interviene en la
regulacion de la biosintesis de pig! »s purpura denominados antocianinas en el grano del
maiz. El gen C1 posee una homologfa de alrededor del 40% con proteinas de tipo Myb
encontradas en animales (Paz-Ares, 1987). Esta homologia se presenta principalmente en la
region del dominio de union al ADN, es decir en la region que contiene el dominio myb,
fuera de él, no se encuentra una similitud significativa.

Sin embargo a pesar de la similitud entre dichas proteinas, es improbable que
posean una funcion similar en sus respectivos organismos, ya que el gen cl, regula una ruta
biosintética que no esta presente en animales (Paz-Ares, 1987).

Gen Gl-1

Este gen es necesario para el inicio de la diferenciacion de estructuras
denominadas tricomas en las plantas. Estas estructuras se localizan en la superficie de la
hoja, el tallo, y en los petiolos y sépalos de la flor. Las mutaciones en el gen g/-/, afectan la
formacion de tricomas. pero no el crecimiento normat de la planta, por lo que se puede
afirmar que este gen se encuentra mvolucrado espectficamente en la regulacion del
desarrollo de dichas estructuras (Oppenheimer, et al, 1991) El gen g/-/ presenta un
dominio de union al ADN tipo myb, similar al que presenta e} gen ¢l de maiz. sin embargo,
aligual que este, fuern de dicha region no presenta homologia El analisis de la expresion de
este gen, indica que se expresa en estipulos, estas estructuras carecen de tricomas, lo que
sugiere que g/-/ controla la sintesis Jde una seflal que activa la diferenciacion de los tricomas
en la planta (Oppenhcimer, et al,, 1991)

27



Biologia Molecular De La Tolerancia A La Sequla

Uno de los principales objetivos del estudio de la tolerancia a la sequia a
nivel molecular, consiste en elucidar el mecanismo mediante el cual una planta regula y
envia las seflales necesarias para que en respuesta a la sequia, se induzcan grupos de genes,
cuya expresion, producira una serie de cambios tanto fisiologicos como bioquimicos en la
planta que le permitan adaptarse al estrés hidrico.

Sistemas de estudio

Existen dos modelos principales mediante los que se ha abordado el estudio
de la tolerancia a la sequia a nivel molecular, estos modelos son:

Embriones de semillas

En casi todas las plantas superiores, los embriones de la semilla, pueden
soportar potenciales de agua muy bajos, de hasta el 50% de humedad relativa (Bartels et al.,
1988). Asi, en cuanto las semillas se ven en presencia de agua, estas son capaces de
germinar. El embrion de la semilla resulta un modelo conveniente para estudiar los eventos
metabolicos, asi como los cambios & nivel molecular que se presentan durante este proceso.:
Ademas, se puede cvaluar el efecio en estos parametros, de la adicion de diferentes -
hormonas tales GA (4cido giberélico) y ABA (acido abeisico) que se sabe que juegan un
papel preponderante en la embriogénesis. Una de las desventajas de este modelo es que la
tolcrancia a la sequia no la presenta la planta en su conjunto, sino que se encuentra
restringida al embrion.

Plantas de resurreccion

Las plantas de resurreccion, constituyen un pequefio grupo de plantas
representadas a todo lo largo de la escala filogenética, que habitan generalmente en zonas
aridas Se han encontrado principalmente en paises como Sudafiica, Australia y también en
Meéxico. Existen especies de plantas de resurreccion que pertenccen tanto a la familia de las
monocotiledoneas, como a la de las dicotiledoncas. Estas plantas ejercen una funcién
primaria en la colonizacion de las rocas Sin embargo, su particularidad mas sorprendente,
radica en el hecho de que poseen la capacidad de sobrevivir en un estado de deshidratacion
casi total, durante largos periodos de tiempo, y después de rehidratarse, recuperar
completamente su actividad fisiologica, en un lapso de tiempo muy corto.
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Un ejemplo de este tipo de modelo, lo constituye la planta de resurreccion
sudafticana, Craterostigma plantagi (Gaff, 1971), la cual pertenece a la familia
Scrophulariacea. Las hojas de esta planta pueden llegar a soportar una humedad relativa
del 1% y alin conservan su viabilidad. Estos tejidos recuperan sus propicdades normales en
un tiempo aproximado de 24 horas después del contacto con el agua. Esta planta posee
otra caracteristica imporiante, ya que el conjunto de sus células indiferenciadas, que
constituyen el “callo”, no es tolerante a la desecacion, sin embargo, si se trata prevismente
con la hormona ABA (acido abcisico), el callo si resulta viable al ser rehidratado. De esta

Craterostigma plantagineum, representa un modelo de estudio muy adecuado para
identificar productos de genes que son importantes para conferir la tolerancia a la sequia, ya
que se¢ pueden analizar dos tipos de tejidos que a pesar de ser metabolicamente distintos
poseen la capacidad de recup sus i normales al ser rehidratados después de
suffir una desecacion (Bartels et al., 1990; 1991).

Genes aislados

Los experimentos realizados en estos modelos, han permitido aislar una gran
cantidad de genes que codifican proteinas inducidas durante la sequia.

Entre los genes que mejor se han estudiado, se encuentran fos genes LEA
(late embryogenesis abundant). Se han identificado principalmente como genes que se
expresan en las etapas de maduracion y de desecacion durante el desarrollo de la semilla,
pero se sabe también que se expresan en tejido vegetativo en respuesta a diferentes
condiciones adversas, como la pérdida de agua, el choque osmdtico y las bajas
temperaturas, asi, sc han identificado este tipo de genes en las hojas deshidratadas de las
plantas de resurreccion (Piatkowski et al., 1990). Las proteinas LEA son de naturaleza
hidrofilica en base a su composicion de aminoacidos, con regiones ricas en lisina. Se han
clasificado en diferentes grupos o familias (tabla 1). Se han propuesto distintos mecanismos
mediante los cuales actiian para responder a la pérdida de agua, como la sustitucién del
agua que mantiene solvatados a las proteinas y/o la estabilizacion de Jas membranas durante
la desecacion (Bray, 1993),
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Grupo Mecanismo propuesto

1 (familia D-19) Alta capacidad para enlazarse con el agua
™ Posibles chaperoninas de proteinas que ayudan a
2 (fumilia D-11) conservar 13 estructura celular
- Secuestramiento de iones que se concentran durante
3 (familtia D-7) 1a pérdida del agua
4 (familia D-113) Rnenxl::ud:u;:amo de:,au: para conservar la
S (familia D-29) Socuestramiento de tones

Tabla 1. Difercntes grupos de proteina LEA (Tomado de Bray, 1993)

Pass demostrar que estos genes son necesarios para tolerar la sequia en una
planta, se sobreexpreso de forma independi proteinas de tipo LEA aisladas de la planta
de resurreccion  Craterostigma plantagineum (estas proteinas se expresan durante la
sequia), en plantas transgénicas de tabaco (Iturriaga et al., 1992). Sin embargo, ain no se ha
logrado mwejorar la tolerancia a la sequia de una planta sobreexpresando genes que se
inducen en esta condicion.

Ahora bien, la pérdida de agua en una planta, provoca también un desajuste
en el balance osmético 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 efecto, la célula expresa una
seric de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de solutos compatibles con
ef metabolismo u osmolitos, tales como la prolina, la glicin-betaina, Ia sacarosa, trehalosa,
sorbitol, etc. (Yancey et al., 1992). La presencia de estos osmolitos en el citoplasma,




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.

Factores de transcripcion y sequia

Gen GC 19

En el trigo, el gen denominado GC 19, codifica al factor de transcripcion
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 1a region regulatoria del gen Em, el cual se expresa durante la
maduracién del embribn. Las secuencias ABRE, se encuentran en la mayoria de fos
promotores de los genes que son regulados por ABA, en diversas plantas como el arroz, el
algodon y otros genes de trigo. Esto sugiere que durante la sequia, ABA funciona a través
de estas secuencias. Al analizar la estructura de la proteina EmBP-1 sc encontrd que posee
un dominio de union del tipo de cierre de leucina. Asimismo, se comprobd que una
mutacién 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 influir en la transcripcion
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 ct al., 1990).

Gen Atmyb2

El ‘gen Atmyb2 de la planta Arabidopsis thaliana, es el primer factor de
transcripcion con el dominio de union al ADN de tipo Myb que se sabe se induce durante la
sequia (Urao et al, 1993). Este gen no solo se induce por sequia y por altas
concentraciones de sales, sino que también disminuye su nivel de ARNm al rchidratar la
planta.

La estructura del factor Atmyb2 consiste en dos repeticiones imperfectas de
aproximadamente SO aminoacidos, ubicadas en el extremo amino terminal, las cuales
conforman el dominio de union Myb. En el extremo carboxilo terminal presenta una region
acida de aproximadamente 30 aminoacidos. La comparacion de la secuencia del dominio de
unién de este gen con la de otros dominios Myb, demostro que el gen Atmyb2 es mucho
mas homdlogo al gen AM340 de Annrrhinum (Jackson et al, 1991) que a cualquier otro
gen con este dominio.

Una caracteristica mas de uste gen es que su expresion se induce al aplicar la
hormona ABA, al igual que otros genes que responden a la sequia

3l



De esta manera, las caracteristicas que presenta este factor de transcripcion,
sugieren que controla la expresion de genes que se inducen por sequia o por una alta
concentracion de sales (Urao et al., 1993).

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

Caracterizar un gen aislado de la planta tolerante a la sequia Craterostigma
plantagineum, el cual presenta homologia por hibridacion de ADN, a los oncogenes
cefulares de tipo Myb.

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer el mapa de restriccidn del gen denominado CpMS.

Subclonar los fragmentos necesarios de cste gen para poder obtener su

secuencia.

Obtener la secuencia de nucledtidos de este gen para comprobar que se trata
de un gen con homologia a Myb y p su ia con ias reportadas de
otros genes de la misma clase.

HIPOTESIS

2

Una vez que se ga a ia de idos def gen CpMS y se
conozea su estructura, es decir, en donde se focaliza el posible promotor del gen, sus
intrones y exones, y las secuencias consenso que pueda contener, se podria sugerir a
funcién y la regulacion de este gen dentro del organismo del que proviene.
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MATERIAL

Cepas

Las cepas microbianas utilizadas para amplificar ¢! ADN de plismido, son
derivadas de E. coli, en especial se utilizaron las cepas DHSa y Top 10 para obtenes ADN
para secuenciar, y la cepa HB10] para transformar, debido a su alta eficiencia.

Easiaas de restriccibn y modificacién

En general, se utilizaron enzimas de 1a marca Boehringer-Mannheim, o bien,
New England Biolabs y GIBCO-BRL. Para obtener la secuencia se uso la enzima
Sequenase de la marca United States Biochemical.

Reactives y selventes
Todos los reactivos utilizados fueron de la marca GIBCO-BRL, Sigma,
Merck o Baker, grado analitico.

METODOS
1 Aislamiente de ADN

L1 Preparscién de pidomide en gran escala

El método utilizado para la extraccion de ADN de plismido fué una modificacion del
método de lisis por detergente (Iturriaga, 1989). A partir de un cultivo de tods la noche de
400 ml. de medio de cultivo LB, se separaron las células por centrifugacion a 5000 rpm
durante 10 minutos a 4 "C en un rotor Beckman JA 10. La pastilla obtenida se seco y se
resuspendio en § ml de una solucion de 25% de sacarosa y Tris-HC! 50 mM pH 8.0 en hielo.
Se adicions | m! de una solucion de lisozima de 10 mg/m! en Tris-HC! 250 mM pH 8.0 y se
incubo 5 minutos en hielo. en seguida, se agregaron 2.8 m| de EDTA 250 mM pH 8.0
incubindose durante otros S minutos . Después de la adicion de 8.8 ml de una solucion de
Tris-HCI 50 mM pH 8.0, EDTA 60 mM y Triton X-100 al 10%, el lisado se centrifug6 a
18000 rpm durante 1 hora a 4°C en un rotor Beckman JA 20. E] sobrenadante sc removid
cuidadosamente y se precipité con 6 ml de una solucion de una solucion de PEG 8000 al
30% y NaCl 1.5 M incubindose durante 15 minutos en hielo. Se recupero la pastilla despué
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de centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Esta pastilla se secé muy bien y se
resuspendi6 en 2 m! de Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM y se incub6 con RNAasa A (10
pg/mt) a 37°C durante 30 minutos.

Posteriormente el ADN se purificé por ultracentrifugacion en gradiente de cloruro
de cesio, de csta forma, después de Ia adicion de 3.5 g de CsCl solido y 120 pl de solucion
de bromuro de etidio 10 mg/ml, ¢l volumen se completd hasta 4.2 ml. con solucion de
rebandeo (1.55 g de CsCl, 600 mg de bromuro de etidio por ml de solucién Tris-HCI S0
mM pH 8.0, EDTA 10 mM). El material insoluble se removio por centrifugacion a 9000
rpm durante 15 minutos a 26°C en un rotor Beckman JA 20. El sobrenadante se llevo a un
volumen de 5.3 ml con solucién de rebandeo y se centrifugd hasta e} equilibrio a 50, 000
rpm durante toda Ia noche a 20°C en un rotor Beckman NVT 65.

Se obtuvieron dos bandas después del gradiente, la superior que corresponde al
ADN linear bacteriano y al ADN circular de plésmido pero con “nicks" mientras que ia
banda inferior corresponde al plasmido circular cerrado (Sambrook et al., 1989). Esta banda
se extrajo con una solucion saturada de SSC 20X (SSC 1X = 0.15 M de NaCl, 0.01S M
citrato de sodio) en isopropanol, después se precipité con 3 volimencs de tanol a -
20°C durante toda la noche.

1.2 Preparacién de plismido a pequedia escala

Las minipreparaciones de plasmido se realizaron de acuerdo al método
alcalino (Sambrook et al., 1989) en el cual las colonias se crecieron en 2 ml de medio de
cultivo LB con ampicilina durante toda la noche a 37°C. Un volumen de 1.5 ml de este

* cultivo se centrifugd a 6000 rpm durante 3 mi en tubos eppendorf a 4°C, se eliminé el
sobrenadante y la pastilla se resuspendid en SO pl de una solucion Tris SO mM pH 8.0 y
25% de sacarosa dejindose 5 mi en hielo. Después se agregaron 200 pl de solucién de
NaOH 0.2 N y SDS al 1%, se mezlo por inversion y se dejo en hielo 5 minutos.
Posteriormente se agregaron 150 ul de acetato de potasio 5 M se mezcld por inversion y se
esperd 5 minutos para centrifugar a 13000 rpm durante 5§ minutos a 4°C. Se recuperd el
sobrenadante en un nucvo tubo eppendorf y el ADN se extrajé con una mezcla de
fenol cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se precipité con un volumen de
isopropanol, 0.1 volimenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2, e incubandolo durante 3
minutos en nitrogeno liquido. Después de centrifugar el ADN a 13 000 rpm durante 30
minutos a 4°C, la pastilla se lavo con etanol al 70 % y se seco en una centrifuga Speed-Vac.
Posteriormente se resuspendié en 50 ul de buffer TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA |
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mM). Se utilizaron 5 ul de este volumen para realizar digestiones con enzimas de restriccion

y asi poder selecci los plasmidos recombinantes mediante ¢l analisis de los

fragmentos resul patados por ¢l foresis en geles de agarosa. Este procedimiento

se utilizo siempre para conﬁn‘nu Ia identidad de las clonas recombinantes antes de
beclonarias o de ob prep de plismido a gran escala.

2. Digestion de ADN con endoaucleasas de
restriccitn

Se utilizaron los buffers en los que Ia enzima presentsba su mixima actividad de

do a la infc ion del fabri , o en los casos en los que se usaron mezclas

de enzimas y se uso el buffer mas adecuado para ambas. Cuando la digestion no se pudo
realizar con las dos enzimas juntas, primero se digiri6 con una, se extrajo el ADN con fenol,
se precipito con etanol y se digirié con Ia otra enzima. La concentracion final de Ia enzima
nunca excedio del 10% del volumen total para que Ia cantidsd de glicerol no afectara su
ividad. En g 1, In ion del ADN en los volumenes de digestion fué de 0.05-
0.10 pg /ul. Las digestiones pequedias generalmente se levaron a cabo usando ! unided de
enzima por ug de ADN en un intervalo de tiempo de 1-3 horas. En ¢l caso de las
digestiones preparativas se {levaron a cabo durante toda ll noche usando 0.1-0.5 unidades
de enzima por ug de ADN. Las digestiones se detuvi ivando s enzima a 65°C por
10 minutos o mediante 10

P 1enhal

con fenol:cl mo; isoamilico.

3. Separacién de fragmentos de ADN por
electroforesis

3.1 Geles de agaresa

Las fragmentos de ADN de 0.3 a 4.0 Kb se separaron mediante geles
horizontales de agarosa al 1%, utilizando el buffer TBE (Tris-borato134 mM, icido borico
89 mM, EDTA 2.5 mM). Estos geles dependiendo del tamafio se corrieron a un voltaje
aproximado de 90-130 volts. Tanto al buffer de corvida como al gel se le afiadié bromuro de
etidio a 1ina concentracion de 0.5 ug /ul de modo que los geles ya no necesitaban una
tincion posterior. El buffer de muestra consistio en 30% de Ficoll, EDTA 10 mM pH 8.0,
de Azul de bromofenol 0.025% y de Cianol de xilano 0.025%. Finalmente, las bandas de
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ADN fiteron visualizadas en un transiluminador de luz UV a 254 nm y fotografisdas con
pelicula Polaroid tipo 667.

4, Aislamiento de fragmentos de ADN s partir de
geles de electroferesis

4.1 Electrotiucién en bolsas de didlisls.

Este método se utilizb para recuperar fragmentos de ADN a pastir de geles de
agarosa, siguiendo una modificacion del método original (Iturriaga, 1989). Después de
identificar las bandas de ADN en ol gel, estas se cortaron con una navajs y los fragmentos
del gol se depositaron en bolsas de didlisis con 300 pl de buffer TBE. Esta bolsa se colocod
en una ckmara de clectroforesis con buffer TBE y ¢l ADN se electroehuy6 durante 1 hora a
un voltaje de 90 V aproximadamente. E! ADN se libero de la bolsa aplicando un pulso de
corriente de [0 segundos al misr.0 volisje pero invirtiendo la polaridad. E! comenido de Ia
bolsa se vacio en un tubo eppendorf y la bolsa se lavé con 300 ul mis de buffer, el ADN se
extrajo con mezcls de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y se precipité con 1 volumen de
isopropanol y 0.1 volimenes de NaAcO 3 M pH 5.2. Finalmente ¢l ADN se resuspendio en
30 ul de buffer TE.

8 Clonacién de fragmentos de ADN en
plésmides

S.1 Ligaciéa del ADN
Los vectores mis utilizados para realizas subclonaci fueron el plasmido vector

pUC 19 (Yanisch-Perron el al., 1985), y pBluescript (Stratagene cloning systems). Para
evitar que durante !a ligacion, los extremos de los vectores se ligaran entre si mismos,

resutando en un alto ni de forman tes no 1 bi [ Imente, se tratd el
vector con fosfatasa alcaling para remover los grupos fosfato de los extremos 5° .De esta
forma, después de una digestion con enzimas de restriccion, se calento Ia ion a 63°C
por 10 minutos pars inactivar la enzima, después se ajustd el volumen del buffer de Ia

fosfatasa alcalina (Tris-HCl 20 mM pH 8.0, MgCl, 1 mN para una concentracion final 1X y
se adicionaron $ unidades de dicha enzima, incubéndose a 37°C durante 1 hora. Después el
ADN 3¢ extrajo 2 veces con fenol y se precipitd con etanol.
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Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo siempre en un volumen de 10 pf,
utilizando una relacion equimolar entre ¢! vector y ¢f inserto 8 una concentracion de 5-10
wg/ul en Tris-HCI 50 mM pH 7.6, MgCl, 10 mM, PEG 8000 5% (P/V), ATP ImM, DTT
1mM, y 1 unidad de T4 ADN ligasa. La incubacicn se realizo dusante toda fa noche a 14°C
en o caso de extremos no cohesivos, en el caso de hesivos, Ia temp de
incubacion fué de 25 °C durante 2-4 horas.

5.2 Tramslormstibn de céuias competentes de
Escherickia coli.

Para preparar células competentes (Sambrook et al., 1989) se inocularon 100 mi de
medio LB con 1 mi de un cultivo de toda la noche de E. coli DHSa, y se incubaron durante
3-4 horas a 37°C hasta una densidad optica de 0.5 a 550 nm. A esta D.O., las células poseen
una densidad aproximada de Sx107 células por ml. Las células se scpararon por
centrifugacion a 5,000 rpm durante 10 minutos a 4°C en un rotor Sorvall §834, para
resuspenderlas cuidadosamente en 33 m! de cloruro de calcio 0.1 M e incubarlas en hielo
dusante 1 hora. Después se centrifugaron nuevamente a las mismas condiciones y se
resuspendieron en 2 ml de CaCl, 0.1 M, se tomaron alicuotas de 100 ul y se depositaron en
tubos eppendorf para incubarlos en hielo durante por lo menos 2 horas antes de la
transformacion. La eficiencia de transformacion optima para esta cepa (107 transformantes
por ug de ADN), se presentd cuando las células se incubaron toda fa noche, sin embargo,
también sc pueden utilizar células de 2 dias de incubacion en hielo, pero su eficiencia
decrece & 105 0 109 transformantes por ug de ADN.

Para la transformacion, una ali de 100 ul de células competentes se mezclé con
25-50 ng de ADN religado o con 1 ng de vector no cortado, se incubo durante 30 minutos
antes de someter a las células a un choque térmico de 2 minutos a 42°C. Inmediatamente
después, las células se transfirieron al hielo y se enfriaron por 2 minutos mis antes de
adicionarles 0.9 ml de medio LB e incubarlas durante 1 hora a 37°C con agitacion
moderada. De este volumen se tomaron 100 ul y se espatularon en placas de LB con
ampicilina (100 pg/mi), incubandose estas ultimas durante toda la noche a 37°C,

8.3 Seleccién de clonss recombinantes.
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Las clonas recombinantes fueron identificadss por la inactivacion del marcador de la
B-galactosidasa (Sambrook et al, 1989). La region de policlonacion tanto en ¢l pUC 19
como en el pBluescrip se encuentra insertads en fase en el aminodcido 9 de [a region N-
terminal del gen que codifice el fragmento a de Ia P-galactosidasa, de 45 aminoicidos en
total. Este gen que es expresado por ¢l promotor del gen fac, puede ser inducido por ¢
snblogo de la galactosa IPTG, este compuesto impide que el represor se una al promotor
lac produciéndose asi el péptido a, el cual complemema a una b-galactosidass a la cual le
han sido deletados del aminoicido 11 al 41. De ena forma, la presencia de una enzima
sctiva en una determinada clona es detectada por su habilidad de hidrolizar sl compuesto X-
gal, fiberando bromocloro indol el cual se oxids a un compuesto color azul indigo. Las
moléculas de vector que comtiensn ADN irsertado en esta region no producen P-
palactosidasa activa, ya que el inserto rompe el marco de lectura de Ia p-galactosidasa. Asi,
las colonias que poseen vector con inserto resultan incoloras.

6 Preparacién de senda radisctiva
6.1 Marcaje dol ADN con sliges (Olige-labelling)

Este método (Feinberg and Vogelstein, 1983) es muy eficiente pars marcar
fragmentos menores de 300 bases, sin embargo también se puede utilizar para fragmentos
més grandes. La reaccion se flevo a cabo en un volumen final de 25 jd Jos cuales contenian
25-50 ng de ADN, e cual se debe de calentar durante 5 minutos & 90°C para sepasar las dos
cadenas y después se enfria en hiclo, la reaccion también incluye 6 ul de Buffer para
extension por mezcla de nucleotidos SX (Dupont, Biotechnology Sy NEN & h
Products), 6 ul de mezcla de deoxinucledtidos trifosfato SX ( (Dupont, Biotechnology
Systems NEN Resesrch Products), 20-50 uCi de { a-32P} dCTP, y 2 unidades de enzima
Kienow. Ls ion se incubod & ambiente d toda la noche.

Ly

7 Trausferencia Seuthern

7.1 Translerencia ol gl

Los geles de agaross se prepararon y se corvieron de acuerdo al protocolo
descrito anteriormente. La foto del gel se tomd con una regla de manera que se pudieran

identificar las bandas de hibridacion en [a autoradiografia del gel. Para llevar a cabo fa
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transferencia de ADN de una sola cadena se siguio el método de Southern (Sambrook ¢t al.,
1989), en ¢ cual e ge! se debe tratar con una sofucion de HC1 0.15 M durante 15 minutos,
osto para facilitar 1a transferencia mediante la depurinizacion parcial del ADN produciendo
fragmantos mis pequefios.

Posteriormente el gel se lavo dos veces con una solucion de ée NsOH 0.5 M,
NaCl 1.5 M durante 30 minutos para desnaturalizar ol ADN. Finalmente se neutraliz con
dos lavados de 30 minutos en solucion Tris-HC) 0.5 MpH 7.5, de NoCl 1.5 M.

Uns vez tratado el gel, se coloctd sobre un soporte sobre el que 3¢ encuentrs
colocsdo un papel Whatman humedecido en una solucion SSC 10X. Este papel Whatman
debe ser lo suficientemente largo Para estar en Contacto cOn un reservorio que contiene
también solucion 10 X SSC (500 ml aproximadamente). Después se coloco una pieza de
membrana Hybond-NTM (Amersham) det mismo tamaho del gel, bumedecida en sohucion
SSC 2X y esia s cubrié con una pila de aproximadamente 8 cm de toallas absotbentes. Se
colocaron plisticos de mamera que se evitark ol contacto entre of papel Whetman y las
toallas absorbentes y finaimonte se colocd un peso de 0.5 a 1.0 Kg pus dojar la
transferencia durante toda ls aoche.

7.1 Hibridnaciin

Después de {a transferencia ¢} ADN se 6i6 a fa membrana mediante Juz
ultsavioleta en un sparsto UV Stratalinker (Stratagene) y después se dejd secar a
temperaturs smbiente. Esta membrana se prehibridé con $0-70 ml de una solucion
que contenia SDS 0.2%, solucion de Denhardts 3X, SSC 2X, y 50 mg/ml de ADN de
esperma de salmon (hervido prevismente durante $ minutos y enfrisdo en hielo), & una
temperatura de $S°C durante 2 horas. Una vez terminada la prehibridacion, se agrego la
sonda (hervida previamente durante $ minutos), en 20 ml de la sohuicion anterior frescs para
hibridas durante toda la noche & SSOC. A la membrana se le realizaron 4 lavados, los dos
primeros con 250 ml de una solucion SSC 4X y SDS al 1% y los siguientes lavados con 250
mi de solucion SSC 2X y SDS al 1%. Todos estos lavados fueton de 15 minutos a $5°C.
Para realizar la sutoradiografia de la membrana se utilizd una pelicula Kodak X-OMAT AR
expuesta durante 1 soche 2 -70 °C.
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8 Secuenciacién det ADN

El método que se utilizd para obtener la secuencia de ADN fue el de Ia
terminacion de Ia cadena, el cual es un método derivado del protocolo original (Sanger et
al., 1977).

8.1 Rescciones de secuencls

Las reacciones de secuencia se lievaron a cabo utilizando ADN obtenido ya
sea por ¢l método de lisis alcaling, o por ¢l de purificacion por gradiente de cloruro de
cesio. Con este altimo método se ob jores resultados. El método que se utilizd
fué una modificacion del método convencional, ya que se utilizo Dimetilsulfoxido (DMSO)
como agente desnaturalizante (Seto, 1990). De esta manera, 3 g de ADN se llevaron a 50
Wl con buffer TE en un tubo eppendorf, se desnaturalizaron afladiendo 4 ul de NaOH 2 M y
4 ul de EDTA 2 mM, incubando a 90 °C durante $ mi Después, se adicionaron 6 ul de
acetato de sodio 3 M, 14 i de sgua y 160 u! de etanol, se precipité a temperatura ambiente
durante 10 minutos, y se recuperd centrifugando a 13000 rpm, & 18 °C duramte 20 minutos.
Posteriormente se lavo dos veces con etano! al 70% y se seco perfectamente. Una vez listo
el ADN, se agregaron 2 ul de buffer de reaccion SX, | ul de DMSO y | ul de primeso (2.9
pmol 0 10 ng). Se calenté & 65 °C S minutos y se dejo enfriar lentamente hasta temperatura
ambiente. Antes de Ia ion de do, se prep 4 tubos eppendorf,
etiquetados como G, A, T, y C, y en cada uno se afiadio 2.5 ul de mezcla de terminacion y
0.25 pl de DMSO. Estos tubos se conservaron en hielo. Para comenzar con el paso de
marcado del ADN, se agregd 1 ul de DTT (Ditiotreitol) 0.1 M, 2 ul de mezcla dilvida de
marcaje, 0.5 W de “S-ATP (10 mCi/ml), 0.5 ul de DMSO y 2 pl de la enzima Sequenase
(United States Biochemical) diluida 1:8 con buffer de dilucion para dicha enzima. Esta
mezcla se incubé 5 minutos a temperatura ambiente. Los tubos con Ia mezcla de
terminacion se deben precal 237 °C al menos durante | minuto. Una vez que terminé
{a reaccion de marcado, se transfirieron 3.5 ! de esta reaccion a cada uno de dichos tubos,
se centrifugd para sincronizar y se incubaron a 37 °C durante 5 minutos. Después de dicho
lapso, se agrego 4 i de colorante (stop mix; 95 % de formamida, EDTA 20 mM, 0.05% de
azul de bromofenol y 0.05% de azul de cianol), se centrifugd un pulso y las reacciones se
almaceraron como maximo d 1 a -20 °C. Para cargar en el gel, las

se d alizaron previ a 80 °C durante 3 minutos, para enfriarlas
unediatamente después en hielo.
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8.2 Geles de scrilamida

Primeramente, una vez que se enconiraban perfectamente limpios y libres de
grase, los dos vidrios para secuencia, se trataron con soluciones distintas. Al vidrio inferior,
o8 Je aplict una solucion de S mi de etanod, 150 ul de écido scético al 10% y 20 ul de MPTS
(y-Metacri) oxipropil trienetoxi silano) Esta mezcls permite que o gol de acrilamida se
mantenga unido al vidrio. El vidrio superior, se trato con una solucion de $00 pl de dimetil
dicloro silano (DDCS) en S mi de cloroformo. Estas soluciones se dejaron secar durante 20
minutos y se procedio a preparar el gel de acrilamida. De mancrs goneral, se propand un gel
de acrilamida al 6%, utilizando 24 gramos de usea disueita en 14.5 ml de agua,
posteriormente se agregason $ ml de buffer TBE 10X, y 7.5 mi de una solucion de
acrilamida/bisacrilamida (19:1) al 40%. Por iitimo se llevo a un volumen final de SO ml y
esta mezcla se filtrd usando un papel Whatman 1.

Para inicias y catalizar Ia reaccion de polimerscion de este volumen de
meacis de acrilamida, se utilizaron 250 ul de persulfato de amonio al 10% y 29 Wi de
TEMED (N,N,N’,N'-Tetrametil etilendiaming).

9 Andlisia de secuencia por computadors

Para analizar y comparar tanto ia secuencia de ADN como de Ia proteina
deducida se utilizaron los programas Pileup, Compare, Translate, Fasta y Tfasta del paquete
de sofiware de 1a Universided de Wisconsin (Devereux et al, 1984). Para obtener ¢
dendograma se utilizd el programa CLUSTAL (Higgins & Sharp, 1978). Extos programas
e cofrieron en una computadora Mucimtosh VxH conectads como terminal a uma
computadora VAX.
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RESULTADOS

El objetivo inicial de este trabajo, y una de las lineas principales del
Iaboratorio, fue el aislamiento y car izacion de factores de transcripcion involucrados en
la regulacion de Ia expresion de genes durante la sequia. Con este fin se escogié como
modelo de estudio la planta de resurreccion Craterostigma plantagineum. Las ventajas de
este modelo de estudio ya se i anteri

Con este fin, se realizd un rastreo de un banco genomico de esta planta con
una sonda que contenia una region muy conservada de un factor de transcripcion para poder
identificar genes regulatorios relacionados (Iturriaga et al., en preparacion). La sonda que
se utilizo para rastrear et banco proviene del ADN complementario del gen Hv5 de cebada N
(Wissenbach et al,, 1993). Este gen, posee dentro de su dominio de union al ADN, dos
repeticiones imperfectas de alrededor de 50 aminoacid con triptofanos altamente
conservados en posiciones especificas, caracteristicas tipicas de un dominio de union tipo
Myb. La sonda, de una longitud de 640 pares de bases, abarca todo et dorninio Myb y una
parte més de la region codificante hacia el 3’. Para ob este frag ), se
utilizd una enzima del sitio de policlonacion del vector, la enzima Bam HI y un sitio de
restriccion Apa 1, el cual se encuentra dentro de la secuencia det gen

El resultado det rastreo del banco gendmico, conjuntamente con el mapeo de
restriccion e hibridacion Southern, permitieron la identificacion de 6 posibles clonas
(Iturriaga et al., en preparacion).

De estas 6 clonas, 2 de ellas presentaban un patron de restriccion muy similar,
ya que al cortar con Bam HI, se liberaba un fragmento de 500 pares de bascs, el cual
hibridaba fuertemente con la sonda de cebada. Esto hacia suponer que la region homologa al

dominio Myb de estas dos clonas, se encontraba preci en dicho frag
Al subclonar y ob Ia ia nucleotidica del frag > Bam HI-
BamHl de 500 bases de la clona S, se pudo comprobar que efecti , contenia un

dominio de unién homélogo al dominio Myb. Esto mismo, ya se habia comprobado
anteriormente para la clona 10 (Tturriaga et al., en preparacion) denominada como CpM10
( Craterostigma plantaginenm Myb 10).

Con ¢l fin de obtener la secuencia completa del gen contenido en la clona S,
----- inado CpMS, y conociendo de antemano la posible estructura del gen, se subclonaron
dos fragmentos adyacentes, uno en cada extremo del fragmento de 500 bases (figura 11).
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Figura 11. Mapa de restriccion de la clona gendmica 5. La jongitud tots! de la clona es de 11.5 Kilcbasss (Xb). EI
significado de las letras es el siguiente: B= Bam HI; E= Eco Ri; Px Pst |, S= Sal I: X= Xba i. E] mape esta @ ¢3caia, en ie parte inferior s
muestra una linea que equivale a una kilobase (Xb).
En la parte inferior s& muestra un saguema dei gen CpMS mostrando 10s Sitios de TeALrcCitn que e USaron Pira subcionar el gen y
poder secuenciaro.



Ambos fragmentos se subclonaron en el vector pBluescript SK. El primero de
ellos, de Bam Hi a Sal I con una de longitud de 700 pares de bases y ubicado en ¢l extremo
3’ de Ia clona CpMS, contiene lo que constituye ¢l posible dominio de transactivacion del
gen. El otro fragmento que va de Bam HI 8 Bam Hl, es de 1200 pares de bases de lasgo y se
encuentra en ¢l extremo S’ de la clona, contiene ¢l resto del dominio homologo a Myb y Ia
regién codificante hacia el extremo $', el inicio de la transcripcion, el lider, y ¢l promotor
(figura 11). De esta manera, la longitud total de la secuencia que se obtuvo fue de 1558
pares de bases, ya que no se secuencio ol promotor.

La deduccion de Ia estructura del gen se hizo en base al andlisis de la
secuencia, y a la comparacion con Ia secuencia de otros genes con dominio Myb, tomando
como base los resultados obtenidos del gen CpM10 y de} ADN complementario del gen
CpM7 (Tturriaga et al., en preparacion).

La secuencia genomica del gen CpMS presenta tres exones isterrumpidos por
dos intrones de longitud difevente (figurs 12). Esta socuencia codifica para una proteina de
333 aminoicidos con un peso molecular sproximado de 36.6 KDa.

El primer exon codificaria una secuencia de 61 aminoicidos y esta
contiene una parte del dominio tipo Myb del gen, que cotresponde a las dos partes
de la primera repeticion del dominio. El primer intron de 167 pares de bases de longitud es
precedido por la secuencia TG al final del primer exon y comienza con Ia secuencis GT. Esta
secuencia no coincide exactamente con el consenso AG/TG, sin embasgo, Ia timina es e
segundo nucledtido mis frecuente (24%) después de Ia adenina en ¢l par de bases que
constituyen el final del exon (Brown, 1986). Al final de! intron se encuentra la secuencia
AG/G, Ia cual cumple con el consenso encontrado en la mayoria de los genes que codifican
proteinas nucleares de plantas (Brown, 1986). Ademis, dicho intron se encuentra en la
misma posicion que en otros genes con homologia Myb de plantas, ya que inicia después de
Ia primera base (gusnina) del codon que codifica al aminoicido glicina (Paz-Ares et al,
1987, Oppenheimer et al., 1991, Noda et al,, 1994). Esto se confirmé con la secuencia del
ADNCc del gen CpM7 (Iturrisga et al., en preparacion.

El segundo exon posee una longitud de 130 pares de bases que codifican para
43 aminokcidos contiene la otra parte de la primera repeticion y la mitad de la segunda del
domino Myb. El otro intrén, con una longitud de 75 bases, también posee las

‘et

4. 4,

en los y receptor de los intrones.
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CAGACATGAACCAACAGCAGGTTAAAGT T TCCARGARCARCAAGCAAGTTRATARCTGTG
DMNQQQV KV 8 KNN KQ VNNCE

AAGACGATGATGATTCTTCGGACCTCAGAAGAGGACCTTGGACTGTTGATGAAGACTTCA
DODDDS SODLRRGPWT VDEODFT

CACTCATCAACTACATCGCTCACCATGGCGAAGGAAGATGGARCTCTCTTGCACGTTTCG
LINY I AHHGE GRW NS L ARFA

CTG@TAATAATAATAAGACATATTTATATTACATGTACACACAGAGAGAGAGAGAGAAGA
G

GTAGTGCATGGATATGGATCCTATTTCCTTTGTCCGTATTGARARAGAGGAAAAGGAAAR

AGAACACAAACTCAATTATAAAGTGATCAAGTGGCTTCTGAGARARANAGGGCTAAAGGA
AACAAGGGARGATCTTATTTTTTTTGTTTTACTTTCTACTAACTTTTTIGCATCGATCGCA
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ARTATTTGCAAGRATTAAATCCGTAGGTGGTCGAAGAT TGCCCAACAT TTGCCTGGAAGG
WS K I AQHLPGR

ACGGACARTGAGATAAAGAACTACTGGAGAACAAGGGTCCARRAACATGCCARACAGCTA
TONE I KNYWRTRVQKHAKQQL

AAGTGCGACGTCARCAGCAAACAGTTCARAGACACCATGAGATACCTTTGGATGCCAAGA
KCDVNS KQF KDTMRYL WMPR

TTGGTCGAGAGGATCCAAGCTTCCGCCACCACCGACGACGGAGCACCGCCGGCGGTGGTC
LVERIQASATTODDGAPPAVY

TCCTCGCCGTCGTCCGCCATGAATACAGCCTGCTACACCACTGCCATGGCTGCAGGCGAT
8§ 8PS SAMNTACYTTAMAAGD

CACCGTCGTCACTTTATGCTGATGCCACAGTATTACGCGACGACGACGACGACCCACART
HR RQFMLMPQYYATTTTTLN

ARTTCGATGATCGCCCAAGARAATTCGAGCACCGTGGCCTCGTCGGARTCTTTTGGCAGT |

NSM I AQENSSTVASSESFGS

CTTTCTTCTGAACTAACGGCGGAGGCCAACTACGCTAACTATCACCGAGTAATCAACGGC‘}
: GETAENTYS N L

GGAAATAATGGAAATTCCGACCAAT TAGGGA TGGGTT TTGCGGATGATCGGCGGAGCAAT
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11200
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AACAACTTGTGGAATGTGGATGACGTGTGGTTCTTACAACAGTTCAGCAGCTGCTTTTAG 1320
NNLWNVDDVWFLAQQFS S CEF.

ATATAAGAAATAGAACCACCAT TCAAGGACGTACGTTATGATTGAATAT TTAATGATCGA 1380

TTACTATACATGGTTTAATTATT{AATAAATCAARAACCCTAGARGTGARATAGATGTAA 1440

Seflal de
poliadenilacion
TATTCTTGARARAAAARARAAAATTTTTGTAAGCACGTGTTTTTATTTT TCTTTCTTCTT 1500

ATTACTTGGTATARTTTGATCTGAATARGATATATACCTCACGTCGAC

Figura 12. s:anndodﬂgmcwsn Craterostigme piantsgineum. La longitud totsl de la

Secuencia que se obluvo fué de 1550 bases. La en los distintos marcos de
laclurs se encuentra en |a parte de abajo. E! probable inicio de s transcripcién (ATG 6 M en el caso de

otta por letras En Is figura se indican los pares de bases que
denotan et inicio y & inai de los intrones (GT y AG Los ami Qe el
dorminio 90 8 Myd 8
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En lo que se refiere al Gltimo exon, el mas largo de los tres, posee una
secuencia que codifica para 230 aminoacidos, incluyendo los 27 aminoicidos restantes que
conforman el dominio homédlogo a Myb, y Ia otra parte de Ia regién codificante, Is que
probsblemente constituye Ia region de transactivacion del gen CpMS. El final de! gen esta
delimitado por un codén de terminacion en fase (TAG), ubicado en la posicion 1320 de Ia
secuencis. Ademas, 80 bases después de este coddn de terminacion, se encontro una posible
sefial de poliadenilacion (AATAAA).

La comparacion & nivel de ADN entre los genes CpM10 y CpMS, muestra
que poseen una enorme similitud a lo largo de toda la secuencia, presentando un 98% de
identidad. Las principales diferencias se observan en las regi que corresponden a los
intrones (Figura 13). Esto era de esperarse, ya que ambos genes poscen un mapa de
restriccion similar pevo no idéntico, en donde una de las principales diferencias, es la
presencis de un sitio Xba I en la region del promotor del gen CpMI0, ¢l cual no se
encuentra en ¢f CpMS (lurriaga et al., en preparacion).

Para deducir Ia proteina de! gen CpMS, se tradujo la secuencia en los
distintos marcos de lectura posibles (figura 14). La ia de las dos proteinas deducid
es casi idéntica, a excepcion de cuatro residuos que se encuentran en s region que

ponde al dominio de ivacion(figura 15). Es de hacerse notar [a substitucion en
CpMS de un residuo de écido aspértico por glicina, ya que esto implica Ia pérdida de un sitio
potencial de fosforilacion, de acuerdo al consenso (S/T)XX(E/D) (Pemsan & Kemp, 1991).

Cuando se compara {a region amino-terminal de !a proteina deducida del gen
CpMS5, con los dominios tipo myb de genes de animales, plantas e insectos (figura 16), se
puede apreciar que dicho gen p las dos repetici imperfectas de 53 y 51

inodcidos respecti Las repeticiones 1 y 2 en genes de plantas equivalen a las
repeticiones 2 y 3 de los genes myb de animales. Dentro de estas repeticiones, se encuentran
tres triptofanos separados entre 18 y 19 aminodcidos. En el caso de la tercera repeticion de
la mayoria de los genes myb de plantas, una fenitalani bstituye al primer triptofano
conservado. Sin embargo, existen varios genes como el gen Cl de maiz (Paz-Ares et al.,
1987), el Atmyb2 de Arabidopsis (Urao et al, 1993), y los genes Am 305 y Am 340 de
Antirrhimum (Jackson et al., 1991), que en vez de triptofano o fenilalanina contienen una
isoleucina, la cual, al iguat que los aminoécidos anteriores, posee un caricter no polar. Este
es el caso también del gen CpMS5 y también del gen CpM 10 (figura 16).
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Figura 13 Comolracldn entre las secu las obtenldas de Ios genes CpMS,

CpM10 y CpM7(ADNC). P } la dentro de ias
secuencias. Como se pum abservar, si existen diferencigs entre los tres oenes La mayoria de
estas diferencias, aunque no todas se p en los Oby la del gen
CpM? no por o que pr una gran i de ducidos. Asi

mismo, |a secuencia del gen c;:ms no contiene la regién del iider mientras que la de los otros dos
genes si.
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Figura 14. En esta figura se presentan los diferenies marcos de lectura que puede
gendmica del gen CpMS. El marco de ledture corecto se encuentra subreyado.
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Repeticion

1 S50
LKKGKWTQEEDEQLLKAYEEHGPHWSLI SMDIPG. . RTEDQCAKRYIEVIGEG
LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK . GRIGKQURERWHXHINPE
LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK. GRICKQCRERWHNHLNPE
Chiblyb LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK . GRIGKQCRERWHNHLNPE
BadiybA LIKGPWTKEEDQRVIELVOKYGPKRWSVIAKHLK . GRIGKQCRERWHNHINPE
Byl LVKGPWTKEEDQRVIELVKKYGTKQWTVIAKHLK . GRIGKQCRERWHNHLNPE
Dubtyb LIKGPWTRDEDDMVIKLVRNEGPXXWTLIARYLN.GRIGKQCRERMHNHLNEPN
AtMYB1 RVKGPWSKEEDDVI.SELVQRLGARNWSFIARSIP.GRSGKSCRLRWCNQLNPN

Thasl
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w2 LRRGPWTSEEDQKLVSHITNNGLSCWRAIPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPD
318 LKRGPETEEEDQKLTSYVLKNGIQGWRVIPKLAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD
mi LKKGEWTPEEDQKLLAYIEEHGHGSWRALPAKAGLORCGKSCRLRWTNYLREPD
¥n2 LKKGPWTPEEDQILVSYI LPKLAGLLRCGKSCRLRWINYLRPD
tal LNRGSWTPQEDMRLIAYIQKHGHTNWRALPKQAGLLRCGKSCRLRWINYLRPD
Am306 VKKGPWIPZEDIILVSYIQEHGPGNWRAIPSNTGLLRCSKSCRLRWTNYLRPG
308 TNKGAWTKEEDDRLVAYIRAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD
=38  TNRGAWTKEEDERLVAYI WRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRED
330 TNKGAWTKEEDQRLINYIRAHGEGCWRSLPXAAGLSRCGKSCRLRWINYLRED
™l TNKGAWTKEEDDRLTAY I RAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD
) TNKGAWTKEEDQRLIAYI RAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD
B33 TNKGAWTKEEDDRLTAYIKAHGVGCWSSVPRLAALNRCGKSCRLRWINYLRPD
falPl LKRGRWTAEEDQLLANYIAEHGEGSWRSLPKLAGLLRCGKSCRLRWMNYLRAD
fmCl  VKRGAWISKED P GLRRCGKSCRLRWMNYLRPN
™y LKKGPWTAAEDSILMEY' 'GKSCRLRWANHLREN
AtGL1 YHKGLWTVEEDNIIMDYVLNHGTGQWNRIVRKTGLKRCGKSCRLRWMNYLSPN
Am30S VRKGPWTMEEDLILINYIANHGEGVWNS LARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
Am30 VRHGPWIMEEDLILINFISNHGEGVWNT IARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD

AWTR2 VRKGPWTEEEDAILVNFVSI T1 RWLNYLRPD
CpMS  LRRGPWTVDEDETLINYIABHGEGRWNS LARFAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
cplc .. esevesretssasse.s GLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
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SKGRLREWTLEEDLNLISKVKAYGTKWRKISSEMEFRPSLTCRNRWRKIITHV
VKK. .TSWTEEEDRI I YQRRKRLGNRWAETAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRK
VKK . . TSWTEEEDRI I YQAHKRLGNRWAETAKLLPGRTDNAT KNHWNSTMRRE
VEK. . TSMTEEEDRI I YQAHKRLGNRWAETAKLLPGRTDNAT KNHWUNSTMRRK
VKK. .SSWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNS T KNHWNSTMRRK
VKK. .SCWTEEEDRI ICEAHKVLGNRWAETAKLLPGRTDNAVKNHWNSTI RRK
IKK..TAWTEKEDEIIYQAHLELGNOWAKIAKRLPGRTDNAT KNHWNSTMRRK
LIR..NSFTEVEDFAIIAARATHGNKWAVIAXLLPGRTDNALKNHWNSALRRR
LXR..GIFSEAEENLILDLHATLGNRWSRIAAQLPGRTDNEIKNYWNTRLKKR
LKK. .GPLTEMEENQI IELEAHLGNRWSKIALHI PGRTDNEIKNYWNTHIKKK
IKR. .GKFTLOEEQTIIQLHALLGNRWSATATHLPKRTDNEI KNYWNTHLKKR
IKR. .GNFTKEEEDTIIQLHEMLGNRWSATAARLPGRTDNEIFNVWHTHLKKR
LKR. .GNFTDEEEEATI RLHGLLGNKWSKIAACLPGRTDNEI KNVWNTHLKKK
IKR. .GDFTEHEEKMITHLQALLGNRWAAIASYLPHRTDNDIKNYWNTHLKKK
LKR..GNFTEEEDELITKLHSLLGNKWSLIAGRLEGRTDNEIKNYWNTHIRRK
LKR. .GNFTADEDDLIVKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRT LNEIKNYWNTHVRRK
LKR. .GNFTEEEDEIITKLESLLGNKWS LIAARLPGRTDNEIKNYWNTHIKRK
LKR. .GNFSHEEDEI I IKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNTHIRRK
LKR. .GNFTDDEDELIIRLHSLLGNKWSLIAGQLFGRTCNEIKNYWNTHIKRK
LKR. .GCFSQQEEDHIVALHQI LGNRWSQIASHLPGRTDNEI KN FWNSCTKKK
VKR. .GNISKEEEDIIIKLHATLGNRWSLIASHLPGRTENEIKNYWNSHLSRQ
IRR. .GNISYDEEDLIIRLHRLLGNRWSLIAGRLPGRTDNEIKNYWNSTLGRR
LKK. .GAFTVEEERI I 1 ELHAKLGNKWARMAAQLPGRTDNEIKNYWNTRLKRR
VNK. .GNFTEQEEDLITRLHKLLGNRWSLIAKRVPGRTDNOVKNYWNTHLSKK
VRR. .GNITPEEQLLIMELHAKWGNRWSH I AKTLPGRTDNET KNYWNTRIQKH
VRA. .GNITPEEQLLIMELHAXWGNRWSKI AKHLPGRTDNEIKNYWNTRIQKH
VRR. .GNITLEEQFMILKLHSLWGKRWSKIAQYLPGRTDNEIKNYWNTRIQKD
VRR. .GNITLEEQLLILEL IAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVOKH
VRR. .GNITLEEQLLILELH I ACHLPGRTDNEIKNYWNTRVOKH
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" Figure 16. En esta figura aparecen alineados los dominios tipo Myb de todos ios genes descritos hasta ahora, en plantas
(AM305, AM340, Athlyb2, AM31S, Pp2, Ph1, Ph2, Zm1, Am30S, Am330, Am308, Zm3d, Hv1, HvS, Mv33, Zm P1, ZmC1, Ph3, y
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Repeticion 2

1 50

LKKGKWTQEEDEQLLKAYEEHGPHWSLISMDIPG. . RTEDQCAKRYIEVLGPG
Mollyb LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE
BuMyd LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNPE
Chilyb LIKGPATKEEDQRVIELVOKYGPKRWSVIAKHLK.GRIGKQCRERWHNHLNEE
BaybA LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSVIAKHLK . GRIGKQCRERWHNHLNPE
Hulyb® LUKGPWTKEEDQRVIELVKKYGTKOWTVIAKHLK . GRIGKQCRERWHNHLNPE
Dyt LIKGPWTRDEDDMVIKLVRNFGPKKWTLIARYLN.GRIGKQCRERWHNHLNPN
AtMYB] RVKGPWSKEEDDVLSELVQRL IARSIP. RLEWCNQLNPN
p2 LRRGPWTSEZEDQKLVSHITNNGLSCWRAI PKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPD
Am3Il5 LKRGPATEEEDQKLTSYVLKNGIQGWRVIPKLAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD
Phl LEKGPWTPEEDQKLLAYIEEHGH LPAKAGLCRCGKSCRLEWTNYLRPD
GPWTPEEDQILVSYIE LPKLAGLLRCGKSCRLRWTNYLRPD
CKHGHTNWRALPRQAGLLRCGKSCRLRWINYLRPD
2 A'I!Lv'SYAQE‘(G?"\WFnIPS\""‘LLRCSKSCRMFWTNYLRPG
RLVAY IRAHGEGCWRS LPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRED
RLVAYIRAHGEGTWRSLFKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD
FLINYIRAHNGEGCWRS LPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD

YBasl

Bvl TNKGAWTKEEDDRLTAY ] RAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWINYLRPD
BvS TNEGAWTKEEDQRLIAYI RAHGEGCWRSLPKAAGLSRCGKSCRLRWMNYLRPD
Bv33 TNKGAWT UDRLTAYIKAHGVGCWS SVPRLAALNRCGKSCRLRWINYLRPD
ZmPl LKRGRWTAEEDQLLANYIAEHGEGSWRS LPKLAGLLRCGKSCRLRWMNYLRAD
ZmCl VKRGAW EDDALAAYVKAHGEGKWREVPQKAGLRRCGKSCRLAWMNYLRPN
Ph3 LKKGPWTAAEDSI LMEYVKKHGEGNWNAVKRNSGLMRCGKSCRLRWANHLRPN
AtGLl YHKGLWTVEEDNILMDYVLNHGTGIWNRIVRKTGLKRCGKSCRLRWMNYLSPN
Am305 VFKGPWTMEEDLILINYIANHGEGVWNSLARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
Am340 VRKGPWTMEEDLILINFISNHGEGVWNTIARSAGLKRTGKSCRLEWLNYLRPD

AtMYB2 VRKGFWTEZEDAILVNEVSTHGDARWNTIARS SGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
LRRGPWTVDEDFTLINYIAHHGEGRANSLARFAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
........................ +eeees.s  GLKRTGKSCRLRWLNYLRPD
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SKGRLREWTLEEDLNLISKVKAYGTKWRKISSEMEFRPSLTCRNRWRKIITMV
VKK. .TSWTEEEDRI I YQRHKRLGNRWAETAKLLPGRTDNAI KNHWNSTMRRK
VKK. . TSWTEEEDRIIYQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNATKNHWNSTMRRK
VKK. . TSWTEEEDRI I YQAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNAIKNH@NSTMRRK
VKK. . SSWTEEEDRI IYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNS IKNHWNSTMRRK
VKK. . SCWTEEEDRI ICEAHKVLGNRWAETAXLLPGRTDNAVKNHWNSTIRRK
IKK. .TAWTEKEDEI I YQAHLELGNOWAKIAKRLPGRTDNAT KNHWNSTMRRK
LIR. NSFTEVEDKAITAAHAI TAKLLPGRTDNAI ALRRR
LKA, .GIFSEAEENLILDLHATLGNRWSRIAAQLPGRTDNEIKNYWNTRLKKR
LKK. .GPLTEMEENQI IELEAHLGNRWSKIALHTPGRTDNEIKNYWNTHIKKK
IXR..GKFTLOEEQTIIQLHALLGNRWSATATHLPKRTDNETKNYWNTHLKKR
IXR..GNFTKEEEDTIIQLHEMLGNRWSAIAARLPGRTDNEIKNVWHTHLKKR
LKR. .GNFTDEEEEAI I RLHGLLGNKWSKIAACLPGRTDNEIKNVWNTHLKKK
IKR. .GDFTEHEEKMIIHLQALLGNRWAAIASYLPHRTDNDIKNYWNTHLKRK
LKR. .GNFTEEEDELITKLHSLLGNXWSLIAGRLPGRTONETKNYWNTHIRRK
LKR. .GNFTADEDDLIVKLHSLLGNKWSLIAGRLPGRTDNETIKNYWNTRVRRK
LKR. .GNFTEEEDEIITKLESLLGNKWSLIAARLPGRTDNEIKNYWNTHIKRK
LKR. . GNFSHEEDEI IIKLESLLGNKWSLIAGRLPGRTONEIKNYWNTHIRRK
LKR. .GNFTDDEDELIIRLHSLLGNKWSLIAGQLPGRTDNEIKNYWNTHIKRK
LKR. .GCFSQQEEDHIVALHQILGNRWSQIASHLPGRTDNETKNFWNSCIKKK
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VRR. .GNITLEEQLLILELHSRWGNPWSKIAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH
VRR. .GNITLEEQLLILELHSRWGNRWSKIAQHLPGRTDNEIKNYWNTRVQKH
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Figura 16. En esta figura aparecen alinesdos los dominios tipo Myb de todos los genes descritos hasta ahora, en plantas
{Am30S, AM340, AtMyb2, Am315, Pp2, Pht, Ph2, Zm1, Am305, Am330. Am308, Zm30 Hv1, HvS, Hv33, Zm P1, ZmC1, Ph3, y
AtGI1), en polio (ChiMyb), en humano (HuMyb, HuMybA, HuMybB), ratén (k i
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Al comparar la secuencia del gen CpMS5 con diferentes bancos de datos, se
encontrd que el gen més relacionado, ademas del gen CpM10, es el gen Atmyb2 (figura
17), obteniéndose un 38 % de similitud a nivel de aminoicidos. El gen Atmyb2, se induce
por el estrés hidrico, salino y en presencia de ABA, en la planta Arabidopsis thaliana (Urao
et al.,, 1993). De esta manera, se realizo una comparacion entre las proteinas codificadas por
los dos genes (Figura 18), encontrandose homologia incluso fuera del dominio tipo Myb, en
una secuencia de 31 aminoAcidos, adyacente a este dominio, 22 son idénticos (el 71%).

La region carboxilo-terminal tanto de la proteina deducida del gen CpMS,
como del gen CpM10, con una longitud de 203 aminoécidos, son pricticamente iguales
(figura 15). Esta region, que presumiblemente constituye el dominio de transactivacion de la
proteina, 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 proteina
del gen CpMS, posee un alto contenido de serinas (24, es decir el 12%) y de treoninas (16,
el 8%), estos aminoacidos pueden tener un cardcter Acido, por lo que estas caracteristicas
son compatibles con un tipo especifico de dominio de transactivacién rico en dichos
amino4cidos (Ptashne, 1988; Seipel et al., 1992).
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" DISCUSION

En este trabajo, sc obtuvo la secuencia y se caracterizo un gen con homologia
a oncogenes celulares de tipo Myb, denominado CpMS5, que fue aistado dc la planta de
resurreccion africana Craterostigma plantagineum. En base a esto se puede afirmar que s¢
cumplieron los objetivos establecidos en un principio.

Si bien la secuencia que se obtuvo fué de una clona genémica, basandose en
la ia del ADN compl io, se puede afirmar que se tiene la secuencia completa
de la region codificante del gen, incluyendo los intrones y el extremo 3° no traducido. La
estructura propuesta es correcta, ya que si s realiza una comparacion entre la secuencia del
gen CpMS y otros genes tipo Myb de plantas, se puede observar que dicha estructura
conforma el patron tipico de estos genes. Existen una excepcion 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 repeticion,

Por lo tanto, afirmar que el gen CpMS posee una serie de caracteristicas que
permiten clasificarlo como un factor de transcripcion.

En primer lugar, la proteina deducida presenta en su region amino terminal un
dominio homologo a Myb caracteristico 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 tripiofanos en cada repeticién. Cada una de estas repeticiones conforma 3
a-hélices las cuales estdn separadas por vueltas parecidas a las encontradas en el
homeodominio (Frampton 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-Grisser, 1992; Urao et al.,, 1993; Sablowski et
al,, 1994). Esta union especifica es una de las principales caracteristicas, de un factor de
transcripcion.

El hecho de que la region carboxilo de la proteina deducida del gen CpMS
no muestre una distribucién de aminoéacidos acidos como el dcido aspartico o glutamico,
como en el caso de la proteina del gen C1 por ejemplo (Paz-Ares et al., 1987), no implica
que el CpMS5 no posea un probable dominio de transactivacion, ya que dicha proteina, tiene
una region rica en treoninas y serinas (20%). Esto sugiere que el gen CpMS pertenece a un
grupo de factores de transcripcion que presentan un dominio de transactivacion rico en esos
aminodcidos. Se ha demostrado que esta clase de dominio puede activar la transcripcion de
un gen reportero tanto a nivel proximal como a nivel remoto (Seipel et al., 1992).



Como se puede observar en la figura 15, las proteinas deducidas de los genes

CpMS, y CpM10 son casi idénticas, pero el hecho de que existan varias substituciones de
dcidos en lo que corresponde al dominio de transactivacion, permite clasificarlos como
genes diferentes que se an altamente relacionados.

En cuanto a la posible razon de la existencia de los dos genes no se puede
afirmar nada, ya que aun no se conoce con certeza la funcion 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 transactivacion. De esta manera, la
proteina deducida de CpMS, posee dos sitios potenciales de fosforilacion, en contraste con 3
sitios en CpM10. Los aminodcidos fosforilados pueden regular fa transactivacion de
distintos factores de transcripcion (Hunter and Karin, "992).

Otra posibilidad seria que los pequeftos cambios que presenta la proteina del
gen CpMS en su region carboxilo, provocaran que adoptara una conformacion diferente lo
cusl le permitiera tener una funcion distinta, pero relacionada a la del gen CpMIOQ,
desafortunamente, es muy dificil predecir la estructura de una proteina basindose

enla ia de aminoacid;

Una opcién mas, seria que ambos genes pudieran estar regulados
diferencialmente a través de una region promotora distinta, por esta razon resultaria
importante obtener la secuencia dec Ia region promotora del gen CpMS, buscar posibles
secuencias regulatorias y compararla esta secuencia con la de del gen CpM 10.

La similitud del gen CpMS5 con algiin otro gen con homologia Myb también
podria proporciongr una posible idea de su funcion. Obviamente el gen mas relacionado es el
CpMI0, sin embargo no se conoce exactamente fa funcion de este gen tampoco. Se sabe sin
embargo, que 1a expresion de este gen se induce por la aplicacion de 1a hormona ABA, pero
no por estrés hidrico (Tturriaga et al, en preparacitn). Esto es muy probable que suceda
también con el gen CpPMS aunque todavia no se ha demostrado.

El siguiente gen mas relacionado con ¢l CpMS5 es el Atmyb2 (Urao et al.,
1993), el cual se expresa bajo estrés hidrico en la planta Arabidopsis thaliana. La similitud
con la proteina de este gen no se limita unicamente al dominio homologo a Myb, sino que al
comparar ambas proteinas (figura 17) se observa una homologia significativa en el dominio
de transactivacion. Esto podria sugerir en un principio que tanto el gen Atmyb2 como el gen
CpMS poseen una funcion similar, de manera que se encuentre involucrado en la regulacnon
de la respuesta al estrés hidrico por parte de la planta Craterostiyma plantag
Obviamente, todas esta aseveraciones deben de ser comprobadas o descartadas segin sea el
caso, y con este fin se plantean los siguientes experimentos.
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En primer lugar, se requiere caracterizar a CpMS5 como una proteina que se
une al ADN. Para esto, es necesario expresar al ADNc en E coli y por medio de
SouthWestern comprobar de manera definitiva que se trata de un factor de transcripcion,
realizando ensayos de union al ADN con e sitio blanco consenso de los genes myb.

Otro experimento importante, seria la obtencién de la secuencia del
promotor. Esto es necesario para verificar el inicio de la transcripcion, para identificar la
longitud y ubicacion del lider, la posicion de 1a caja TATA y otras secuencia regulatorias. El
analisis del promotor permite identificar los posibles elementos a los cuales pueden unirse
otros factores de transcripcion para regular et gen. En el caso especifico del gen CpMS, seria
muy trascendente la identificacion de elementos especificos para la hormona ABA
(secuencias ABRE), ya que estos elementos se han identificado en diferentes genes que son
inducidos durante el estrés hidrico. Por lo anterior se plantca para un futuro, realizar
fusiones del promotor con el gen reportero GUS (Jefferson et al., 1987), para identificar en
plantas transgénicas la expresion tejido especifica del gen CpMS. Et conocer en que
condiciones de expresa el gen, e incluso en que tejidos especificamente, ayudaria
enormemente a elucidar la posible funcion de CpMS5 dentro de la planta.

Por ultimo, podrian hacerse experimentos de genética reversa, en los que se
exprese el ADNc correspondiente a CpMS$ en antisentido en Craterostigma plantagi
Esto permitiria obtener mutantes de dicha planta cuyo fenotipo daria una idea mas clara de
1a funcion del gen CpMS.
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