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ADN. Acido Desoximribonucleico
ADNec. AIDN complementario al ARNm.
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ARNm. Acido ribonucleico mensajero.
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dATD. Desoxidenosina Tritosfato
dCcre. Desoxicitidina Trifosfuto
DEPC. Dietilpirocarbonato
JdGTP. Desoxiguanosina Trifostato.
DXNasa. Desoxirribonucleasa
dNTP. Mezcla de dATP, CTP, dGTP vy dTTP en la misma concentracioén.
dTTP. Desoxitimidina Trifosfato.
EDTA. Acido etilén-1.2-dianuno-tetracético.
EtBr. Bromuro de Etidio, Bromuro de 3,8-Diamino-5-ctil-6-fenilfenantridio.
GA. Acido Giberélico.
1AA. Acido Indolacético,
IPTG. Isopropil p-D-tiogalactopiranosido
MOPS. Acide 3-(N-morfolin)-propano sulfénico
PCR. Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
RNasa. Ribonucleasa.
RT. Transcripcion Reversa
RT-PCR. Transcripcion reversa seguida de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
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Introduccion

Capitulo 1

INTRODUCCIEON

Maiz

Uno de los alimentos de mayor importancia econdémica y nutricional en México
y otros paiscs latinoamericanos es cf maiz. ya que forma parte de la nutricién bidsica
de estos paiscs, ¥ cs una de las pocas plantas nativas de América con trascendencia,
no sélo ccondmica sino cultural. Nutritivamente hablando, se considera inferior a
otros cercales por su bajo contenido proteico. pero posec alto contenido en
almidones. lo cual hace al maiz importante fuente de carbohidratos en la
alimentacion. Aparentemente la primera referencia historica a esta planta se realiza
en 1492, por expedicionarios espafoles en Cuba, aungue se han encontrado semillas
de maiz en cucvas que aportan evidencia de su presencia en México desde ¢l ano
2500 A.C. (Kozlowski. 1972 Jugenheimer. 1976).

Caracteristicas Botanicas

El maiz (Zea mays 1L ¢s una angiosperma, pertencce a la familia de las
gramincas ¥ a la tribu Maydeae, que incluye 8 génceros, de los cuales solamente 3
son de¢ importancia econdémica para la cultura occidental. De estos 3 péneros el
Euchlena, o tcosintle, como se conoce en México. cs la planta silvestre mas cercana
al maiz. El maiz pertencce al géncro Zea. del cual es principal representante.
Ademas, existen las diferentes variedades y cultivares del mismo, que dependen de
la zona de cultivo y condiciones topograficas del terreno de siembra (Jugenheimer,
1976).
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Cubierta seminal
Endospenmno cémeo (crstalino)
Bhdospenno amildaceo (opaco]

Cotileddn
Coledptic
PiOmMula

F Emibbridn

Radicuia
Cdaliptra
Coleomzi:_l

PedUnculo

Figura 1. Diagrama de la Semilla de Maiz.

Estructura de la Semilla

Una semilla verdadcra es un 6vulo fertilizado maduro que contienc una planta
en estado embrionario. La semilla de angiosperma es aquella que se produce a partir
de plantas uniscxuales. por lo que se realiza la fertilizacion del 6vulo femenino por
un tejido diferente a aquel en donde se encuentra ¢l polen. Posce 3 estructuras
basicas : el embrién, compuesto por ¢f ¢je embrionario y uno o mas cotiledones: ¢l
endospermo, reserva nutritiva para el desarrollo y crecimiento del embrion: y la
cubierta seminal, de gran importancia por su composicion y permeabilidad, de la que

2



Introducciéon

depende 1a interaccion con ¢l medio para el desarrollo de la semilla. El c¢je
embrionario se compone de la radicula, raiz rudimentaria: de un hipocotilo, donde se
encuentran unidos los cotiledones, ¥ de la plamula, que tormara el tallo ¥ las hojas.
En el caso del maiz por ser una monocotiledonea solo presenta un cotiledon (Figura
1): se dice que posee un endospermo aimidonoso ¥y un pericarpio multicapa
(Bidwell. 1979; Steeves, 1983, Mayver y Poljakoft-Mayber, 1984, Bewley y Black.
1994).

Desarrollo de la Planta

Existen varias clases de control en el desarrollo de las plantas, los cuales sc
pueden clasificar segin su origen v s¢ han podido apreciar, desde Ia formacion de fa
semilla. hasta la maduracion de la planta en crecimiento. Segun Bidwell (1979),
existen 3 tipos de control de desarrollo @ el genético, el organismico y ¢l ambiental,
los cuales pueden actuar i diferentes niveles, ¥a sea genético, bioquimico, cclular o
de organizacion.

El control genético sc realiza mediante Ta regulacién de genes, ya sea
reprimiéndolos o expresandolos, seleccionando la informacién necesaria para la
divisién, cl desarrollo y ¢l crecimiento de cada tejido u Organo de la planta. Esto se

realiza en determinado momento del desarrollo ¥ en una condiciéon ambiental

especifica. lo cual da organizacion a las células de la planta y también las regula.

Los controles organismicos son los que estan mediados por estimulos
generados en cl interior de organos o como resultado de esa organizacién celular.
Este control considera principalmente a los fitorreguladores, sustancias de origen
vegetal que pueden regular cl crecimicento y desarrollo de la planta, de las que sec

tratard con mayor profundidad mas adeclante.
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El control ambiental se produce por algin cstimulo externo a la semilla o
planta, del cual depende ¢l camino para ¢l desarrollo de la misma; por cjemplo 1a
tuz. ta temperatura, la gravedad. la humedad de la tierra v aire. los nutrientes, ¥ todo

factor cxterno que pueda intluir Jde alguna forma en el Optimo desarrollo de la

semilla, 0 en la correcta maduracion de la planta.

En cuanto a la tormacian v desarrollo de la semilla se han determinado cuatro
ctapas basica

1a histoditerenciacion, en donde se realiza la morfoadnesis v se
seleccionan los tejidos para tunciones especiticas de la semilla: la maduracion., ciapa
donde ¢l embrion alcaneza la longitud maxima y se acumulan todos las sustancias de
reserva que necesitarid ¢l embrion: la desecacion, en donde se disminuye la humedad
hasta un 5-10%s; y la quicscencia, ctapa en la cual el metabolismo de la semilla se
reduce al minimo, quedando lista para germinar. Se dice que la tormacion de la
semilla es directamente dependiente de 1a desccacion de la misma, ya que pierde
humedad hasta un punto que se¢ considera minimo, o que hace pensar que el
embrion de la planta va a ser resistente a la desecacion (Mayer y Poljakoff-Mayber,
1984).

Germinacion

Se concce como germinacion a un numero  muy

grande de procesos @ la
germinacion de  semillas,

la germinacion de csporas de bacterias. hongos o
levaduras, asi como ¢l desarrollo del tubo de polen cuando ¢ste se fertiliza. El coman

denominador de cstos conceptos es que en todos se produce la reanudacién de
procesos de desarrollo y crecimiento interrumpidos (Mayer v Poljakott-Mayber,

1984). La germinacion ¢s un proceso poco vsclarecido, debido a la diticultad de su

estudio v a las diversas concepeiones que se tienen de la misma (Murray, 1983). AOn
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refiriéndose tinicamente a la germinacidn de semillas, no se ha llegado a un acuerdo
(Bewley y Black, 1994).

La germinacidn de semillas es un término dificil de definir. ya gque su rango de
establecimicento se determina en gran medida del objetivo del estudio que se realice.
En general, se ha dicho que la germinacién comienza con la entrada o absorcion de
agua del medio a ta semilla. Hlamada imbibicion, y termina con el inicio de la
clongacian del ¢je embrionario. que usualmente ¢s I1a radicula. Para los agrénomos
comicnza con la imbibicion  termina con la emergencia de [a plantula del suclo:
para los fisidlogos de plantas ha terminado mucho antes, con la elongacién necesaria
para emcrger, despuds de la cual se encuentra en estado post-germinativo (Bewley v
Black, 1993).

Para los fines de estudio planteados en nuestro grupo de trabajo, se define la
germinacion como ¢l conjunto de eventos metabolicos v fisiologicos que suceden
desde la imbibicion de la semilla hasta la primera division celular, después de la cual
Ia semilla se encuentra en post-germinacion. IEn la germinacion de ¢jes embrionarios
de maiz, sabemos quc las primeras tiguras mitdticas marcadas, que son indicativas
de division celular, aparccen aproximadamente entre las 26-30 horas después de la
imbibicion (Baiza or /.. 1989).

I-a toma de agua. o imbibicion, v condiciones ambientales optimas como luz,
humedad, temperatura. etc.. son eventos que pucden promover el inicio de la
germinacion. En maiz se sabe que estos factores activan en primera instancia a las
células de meristemo de raiz y a las células de la coleorriza. La primera protrusion, o
elongacién. del cje embrionario de la semilla la realiza la coleorriza dando lugar a la

raiz, y la segunda protrusion la realiza la plumula (Kozloswski, 1972).



Introduccion

Metabolismo de la Germinacion

El metabolismo de fa semilla es antibolico, es decir que involucra catabolismo
de reservas y anabolismo de nuevos compuestos para la sintesis de nuevas células y
tejidos. Los procesos de germinaciaon son resultado de la imbibicion de agus por la
semilla, la reactivaciaon de organclos y macromolécutas preexistentes, como ARN
(de los 3 tipos. ARNm, ARNt y ARNr), ribosomas, mitocondrias y enzimas: y
subsccuentes procesos que tratan de restablecer ¢l metabolismo de

la planta. con cl

fin de tograr ¢! desarrolio ¥ crecimiento (Ching, 1972). Se han realizado varias

revisiones sobre el metabolismo de la germinacion, en donde se involucran entre
otros factores 1a produccion de ATP, la sintesis de acidos nucieicos ¥ de proteinas, v
la reparacion y replicacion de ADN (Osbome, 1983). LLos eventos tempranos en ja
germinacion son : la hidratacion de la pared ccelular ¥ coloides citoplasmaticos, que
depende de el grado de humedad y cubierta seminal: ta sintesis de ATP
inmediatamente  despuds  de  la imbibicion, como  metabolite necesario para

proporcionar cnergia ¥ para la sintesis de acidos nucleicos (se ha encontrado que los

niveles de ATP en la célula embrionaria son muy bajos): Ia sintesis de ARN, la quec a
la par dc la sintesis de ATP, s¢ encuentra desde los 20 min posteriores a la
imbibicion ¥ s¢ encuentra ARNt ¥ ARNr a los 40min en arroz (Sen et al., 1975). En
cjes embrionarios de maiz s¢ ha determinado gue ¢l ARNm presente en la semilla
seca, en comparacion con el sintetizado de novo, posee diferente patron de sintesis
protecica, sugiricndo gque existe un mecanismo de repulacion de la expresion durante
1a germinacion (Sanchez de Jimeénez vy Aguilar, 1984). Paralelamente a estos eventos
comicnza la reparacion de estructuras danadas y reparacion de ADN. va que no se ha
obscrvado pérdida de éste en semilla seca. » que la sintesis de ADN no es del tipo
replicativo (Osbome ¢7 al.. 1980). 1

‘entos subsccuentes son la expansion celular y

6
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replicacion del ADN. Resultados obtenidos en ¢jes cmbrionarios de maiz indican
que este evento es tardio en la germinacion, lo que es de esperarse porque la
replicacion c¢s un evento que precede a la terminacion de la germinacion (Baiza ef
al.. 1989) v a la movilizacion de reservas (Osbomne, 1984). También se ha estudiado
1a actividad de la ADN polimerasa, como parte de los eventos germinativos en cjes
embrionarios de maiz » se ha estimado el Uempo on gue esta actividad participaria

en procesos de replicacion del ADN (Vazquez-Ramos er af. 198R).

Fitorreguiadores

Haciendo una analogia con las sustancias quimicas encontradas en animales, se
han nombrado hormonas  vegetales o fitorreguladores  a  ciertos  compuestos
producidos en las plantas que pucden regular su metabolismo. Los fitorreguladores

se dividen por su tormula quimica on @ el gnpo de las giberelinas, el prupo de las

auxinas, las citocininas, ¢l grupo del acido abscisico, ¢! ctileno y otros compuestos

de regulacion do desarrollo (I3ewley » Black, 1994 Rojas v Ramirers, 1993). A

altimas fechas se ha publicado nueva intormacion sobre los brasinosteraides, que se
propone, torman una nueva tamilia de fitorreguladores de gran importancia dados
los eventos que controlan (Rojas » Ramirez, 1993: Cloude er /. 1996). Aun con las
divisiones descritas. no s¢ pucede hablar de un efecto independiente para cada uno de
los fitorreguladores. ya que se ha encontrado evidencia de la necesidad de la
presencia de varios para obtencer un cfecto previamente descrito para uno solo.

I.as Auxinas son compuestos anidlogos o con ctectos semejantes al dcido
indolacético (IAA). principal auxina natural, cuyo mecanismo de accion propuesto
es sobrc los acidos nucleicos. Su efecto mas apreciable es la promocion o inhibicién
del alargamiento celular, que va a depender de la concentracion de auxina. Se
sintetizan principalmente en ¢l dpice del tallo » en tejidos jovenes, ademis de que

7
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activan a cicrtas enzimas del ciclo del acido citrico. Dependiendo de su

concentracion controlan la  protrusion de la radicula y raices adventicias,
estimulandota, o a diferente concentracidn inhibiéndola; también promucven la
suprcsion de las yemas laterales y tallos sccundarios (Rojas y Ramircz, 1993;
Bidwell, 1979).

Se conocen hasta 72 tipos diferentes de giberelinas siendo todos compuestos
andlogos al dacido giberélico, es decir. compuestos con estructura quimica similar. Se
sabec que actian desreprimicndo genes a nivel de ARN. Su accidn principal es el
alargamiento de los tallos en plantas, inducen la sintesis de amilasa durante la
germinacion, ¥y como caso especifico. interactuan con ¢l fitocromo. Como efecto
macroscopico. s¢ dice que inducen la germinacion y toman parte en la floracion

(Rojas y Ramirez, 1993; Bidwell, 1979).

El ctileno se produce en grandes cantidades en los {rutos por madurar, se

sintetiza a partir de la metionina, ¥ en las hojas promuceve la senilidad. Se ha

encontrado evidencia de la induccion de sintesis de proteinas » de ARN.

probablementc por una proteina unida a etileno. .as auxinas estimulan la producciéon

de ctileno en 1a planta (Rojas y Ramirez, 1993; Bidwell, 1979).

El grupo del 4cido abscisico (ABA), que se sintetiza a  partir del

farnesilpirofosfato o a partir de violoxantina, lo conforman los compuestos

relacionados con estructura semejante. Su nombre proviene del efecto observado de
la promocion dc abscicion de hojas, pero se ha descubierto que tiene mas influencia
en el mantenimiento del letargo. por cjemplo en semillas o en arboles perennes. Al
parecer el acido absicico tiene un mecanismo de accion contrario al de las

giberelinas uniéndose a los dcidos nucleicos, y de igual mancra que éstas, puede
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interaccionar con ¢l fitocromo. Se le considera como un inhibidor del desarrollo,
debido a que suspende los procesos para su promocion (Rojas y Ramirez, 1993).
LLos brasinosteroides inducen alargamiento y divisién celular, Ia cual ¢s distinta

a la obtenida por las giberelinas, citocininas y auxinas. Se ha propuesto que actaan

directamente sobre ¢l ARN, |

sten estudios sobre su presencia necesaria en algunas
plantas para el desarrollo de tallos y hojas (Rojas y Ramirez. 1993; Cloude er al.,
1996).

Los otros fitorreguladores son varios ¥ s¢ encuentran en concentraciones
menores a los anteriores, como los inhibidores fendlicos y terpenlactonicos que
inhiben el desarrollo del embrion: las poliaminas que estimulan el desarrollo de
algunas plantas supcriores ¥ se proponc que activan a las citocininas (Rojas y
Ramirez, 1993)

CH,
NH

N -~

e

Figura 2. Benciladenina



Introducciéon

Citocininas

Son sustancias que promuceven, como caracteristica especifica, Ia division
celular o citocinesis, de donde proviene su nombre. La primiera en descubrirse fue la
6-furfurilaminopurinia o cinctini, como producto de o degradacion del ADN. Del
conocimicnto de su estructura se han sintetizado compuestos analogos a ¢sta, que se
caracterizan por tener grupos sustituyentes en el nitrdgeno 6 (N6) del anillo purinico
de 1a adenina, como [a Benciladening (BA) que poscee un bencilo en esa posicion
(Figura 2), que le confiere etectos parccidos a {os de la cinetina. Fste compuesto
impide la senilidad en tejidos que empiczan a envejecer (Bidwell, 1979). También se
han cncontrado unidas al extremo 37 del anticodon del ARNL, por 1o que se supone
su intervencion en la sintesis de proteinas. o cual no ha sido comprobado.
Generalmente se sintetizan en tejidos con alto grado de actividad meristematica, ¢s
decir de alta proliferacion celular. como Lo punta Jde la raiz en planta o radicula en
semilla, que es el principal sitio de sintesis de citocininas en plantas (Rojas v
Ramircz, 1993). Tambidén existen proteinas que se unen a citocininas, las que se
clasifican como factores de union a citocininas (CBEF). ¥ se piensa que de alguna
forma pueden modular su accion (Moore, 1989). Aunado a ésto, se ha demostrado
que las citocininas pucden activar origenes de replicacion en Sinapis alba (Houssa o7
al, 1990). Estudios posteriores han revelado que las citocininas podrian controlar la

expresion génica (Teramoto oz al. 1994 v 1996).

Antecedentes Inmediatos

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado que la benciladenina, citocinina
sintética, promucve varios cventos durante la germinacion. La benciladenina es
promotora de la sintesis reparativa de ADN en ¢jes ecmbrionarios de maiz, en las

primeras horas de la germinacion (Zarain er al.. 1987), al mismo tiecmpo que
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Introduccién

sa, mas no la cantidad de enzima

aumenta la actividad de la ADN polimers
1990). Por medio de téenicas histoquimicas. se ha

(Vazquez-Ramos » Rey
observado que BA provoca la estimulacion de la sintesis de ADN nuclear ¢
incrementa hasta por 3 veces el indice mitdtico de las cclulas, promoviendo el
avance del ciclo celular (Reyes ef al. 1991). Por altimo se ha demostrado que
durante la germinacion temprana BA produce un pico miaximo de estimulacion de la
sintesis de ADN a las 9 horas de imbibicion. s que este efecto se revierte con la
aplicacion  de  inhibidores  de la transcripeion Fstudiando  actividad  de
protein-cinasas totales » de poli-ADP-ribosil polimerasas, s¢ ha observado que estos
indicadores, de fosforilacion v de reparacion de ADN respectivamente, también se
estimulan por la adicion de BA. Tratando de detectar expresion génica que scea
promovida por BA, s¢ han realizado ostudios en of laboratorio v se han obtenido 2
clonas por sondeos diferenciates de una biblioteca de ADNc. cuyo correspondiente
ARNm cs modulado en su expresion por BA (Zaniga-Aguilar of al. 1995). Los
cstudios de “Ditterential Display ™. metodologia utitizada para determinar diferencias

de expresion entre poblaciones de mensajeros. no han sido concluyentes, ya que se

necesitan varios ensayos con diferentes cebadores para cubrir mas posibilidades, lo

cual se explicara con detalle en ¢l capitulo de resultados.



Introducciéon
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Hipétesis

Capitulo 2

HIPCOTESIS

Dc acucrdo a los antecedentes experimentales, algunos de los efectos

producidos por BA durante la germinacion temprana, son inhibidos al ser inhibida la
transcripcion, ésto indica que para lograr estos efectos, BA modifica la expresion de

genes en ctapas tempranas de la germinacion.



Hipotesis
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Objetivos

Capitulo 3

OBIETIVOS

General
¢ Decterminar cambios en la expresion génica durante fa germinacion de cjes

cmbrionarios de maiz promovidos por la adicion de Bencil- Adenina.

Especificos
& Determinar diferencias en la expresion de ARNm estimmuladas por BA a las §

horas d¢ germinacién, por medio de ensayos de “Differential Display™.

# Corroborar la presencia de Jos ARNm correspondientes a los ADNc diferenciales
obtenidos, en ¢l genoma o el ARN total del eje embrionario, utilizando los

mismos ADNc como sondas en ensayos de Northern blot y Southern blot.

15
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Materiales y Métodos

Capitulo

MATERIALES ¥ METODOS

Reactivos
Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico o, en su caso, de grado

Riologia Molecular.
Apgarosa, Urca, ELONGASE™ Amplification System, RTS T4 Kinasc Labeling

Systemn, SuperScript 11 RNase " Reverse Transcriptase, Tris, MOPS, TRIzol®,

fucron de Gibco~-BRL, Life Technologies, Inc..
NaHCIO, Acido Acético Glacial, Etanol Absoluto, H.S80,, 1CIl. Cloroformo,
Na,HPO,,

Alcohol Isoamilico, NaCl, MgCl.. KCIl. Sacarosa. NaOlH., EDTA,

Nal,PO,. Acectato de Sodio, Acctate de Potasio. Isopropanol, se obtuvicron de
Quimica Mallinckrodt, de J.T. Baker o de MERCK.

6-bencilaminopurina, cloramfenicol, DEPC, fi-Mcreaptoetanol, X-Gal, IPTG,
Bromuro de Etidio se adquiricron de Sigma Chemicals.

RNasa Libre de DNasa, DNasa I Libre de RNasa., Glucégeno, Tag DNA
Polymcrase. dATP. dCTP, dGTP. dTTP. Eco RI. Hind HI, Bam 11, Fenol. fucron de
Bochringer Mannhcim.

Random Primer Extension Labeling System, [a-*P]-dCTP, [y-*?P]-ATP.
fueron de NEN¥-DuPont.

Scphadex 40, de Pharmacia LKB Biotechnology.

Cebadores de  Anclaje  (oligodT,-AG, oligodT,,-CG, oligodT; ;-GG y
oligodT,-CC) v Kit M de decameros alcatorios (OPM-02 [5'-ACAACGCCTC-37),
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Materiales y Métodos

OPM-3 [5'-GGGGGATGAG-37]. OMP-04 [5°-GGCGGTTGTC-3"), OPM-10 [5°~
TCTGGCGCAC-37], OPM-11 [S-GTCCACTGTG-37]) se adguirieron de Opcron
Technologices, Inc.

El kit de clonacion TA Cloning X Kit se obtuve de Invitrogen Com.

Materiales
Biologico
Ejes embrionarios de Maiz de 1a variedad Chalquenio de PRONASE S.A.de C V.,

Escherichia coli cepa InvaF -’ del Kit de Invitrogen.

Fisico

Papel Filtro #1, #2 ¥y 3MM de Whatman.

Membranas de Nylon Cargadas Positivamente de Bochringer Mannheim.

Tubos de 0.5, 1.5 ml., puntas para micropipeta RT-20, RT-10, RT-200, RT-
5000, de RAININ Instrument Co. Inc..

Pelicula Autorradiogratica Biomax-MR de Eastman Kodak Co.

Seda Miracloth, Algodon.

Equipo

Centrifugas Sorvall®* Super T-21 v Sorvall* MC 12V de Dupont. Aparato de
Electroforesis Model S-2. torizon® 58, Horizon®™ 11-14, Fuente de Poder Modclo
250, Sccador de Geles GD40/50, de Gibceco-BRIL. Life Technologies, Inc..
Termociclador Modelo 480 de Perkin Elmer. Horno de Hibridacion HIBAYD de
LabNect. Transiluminador U.V. de UVP Inc. Homo de Entrecruzamicento
SPECTROLINKER™ XI1.-1000 de Spectronics Corporation.  Incubadora de
Thermoline. Contador de Centelleo de Beckman.
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Matceriales y Métodos

Obtencion de cjes embrionarios de maiz :

Se utilizdé semilla de maiz de la variedad Chalquedo (Zea mays L. var.
Chalgucio), para disccar ¢l ¢je embrionario manualmente, con la ayuda de navajas
de afeitar. procurando no dafiar la constitucion del ¢je y almacendndolos a 4 °C hasta

su utilizacion.

Imbibicién de ejes embrionarios de maiz :

Se colocd, en condiciones de esterilidad, papel filtro Whatman #1 en cajas petri
de 5 cm de diametro. Se desinfectaron 100 mg de ¢jes embrionarios por tratamiento
con 100ml. de NaliClO 0.5% durante 1 min. Sc enjuagaron con 100 ml. de agua
bidestilada estéril, en 3 ocasiones. Sc secaron los cjes embrionarios en campana de
flujo laminar por aproximadamente 30 min. Se colocaron los cjes en las cajas petri
con ¢l papel filtro, agregando suficiente Solucion de Imbibicion de BA o Solucion
de Imbibicion Control. para lograr humedecer {a totalidad de los cjes (2.5-3 mL),

incubandose en obscuridad a 25 °C durante 5 horas.

Extraccion de ARN total de ejes embrionarios de maiz :

Sc homogenizaron perfectamente 100 mg de ¢jes embrionarios embebidos, en
un mortero con 2 ml. de TRIZol®. Sc incubd la mezcla a temperatura ambiente por
10 min. Sec adicionaron 300 ul de Alcohol Isoamilico-Cloroformo (1:50) (AL:Cl) y
se¢ agitd vigorosamente. Se centrifugé a 4000 g por 10 min a 4 °C. Cuidando de no
tomar nada dc la interfase, sc transfirié la fase acuosa. quec queda ¢n la parte
superior, a un tubo estéril. Se adiciond un cuarto del volumen de la mezcla (ALI:Cl),
se agité vigorosamente y sc centrifugd a 4000 g por 10 min a 4 °C. Sc¢ tomod la fase
acuosa colocindola en un tubo estéril y sc adiciond un tercio de volumen de

TRIzol®. Se repitieron dos extracciones con 300 ul de AIL:CI. La dltima fase acuosa
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sc transfirié a un tubo estéril y sc adiciond 1 volumen de acetato de sodio 3M y 2
volimencs dc ctanol al 100 % a -20 °C. meezclando suavemente por inversion del
tubo. Se guardd por 30 min a -70 *C. Sc centrifugd, y se lavd dos veces con ctanol al
70 % agitando suavemente. Sc centrifugd a 4000 g por S min a 4 °C. Se elimind
cuidadosamente todo el etanol residual, secando la pastilla durante 5 mina 37°C 6 3

min a 55°C. Se resuspendio aproximadamente ¢n 500 ul. de H,O libre de RNasa.

Extraccién de ADN Gendémico de Ejes
Maiz :

Embrionarios de

Se homogenizaron 20-50 cjes embrionarios en mortero con nitrégeno liquido
hasta dejar un polvo fino. Sc agregaron 20 ml. de Amortiguador de Extraccion v se
incubd a 65 °C por 10 min. Sc adicionaron 6.6 ml. dc Acctato de Potasio 5 M, se
mezcld bien ¢ incubd en hiclo 30 min. Sc centrifugd a 38600 g por 20 min a 4 °C. Se
filtré el sobrenadante a través de una tela Miracloth, en un tubo que contenia 20 ml.
dc Isopropanol a 4 °C. mezclando suavemente y se dejo reposar a -20 °C por al
menos 30 min. Utilizando un gancho de vidrio estéril se colectd el ADN precipitado
en forma viscosa y se transfirié a un tubo cstéril de 1.5ml., sc resuspendié en 100 pl.
de H,0 y se traté con RNasa.

Cuantificacion de ARN y ADN por espectrofotometria :

Se midié Ia absorbencia de 1 ul. de ARN o ADN a cuantificar ¢n una celda de
cuarzo de 1 mL a 260 nm de longitud de onda, ., aforando al volumen dc 1a celda con
agua bidestilada. Sc corrigicron las lecturas tomadas restando las lecturas de los
blancos, que se habian tomade previamente, tomando ¢n cuenta que 40 pg/pl. de
RNA =1 U.A. 2260 nm y 50 up/pl. de ADN =1 U.A. a 260 nm. Con estos datos se

determiné la concentracion en pg/pl de ARN o de ADN cn la muestra original.
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Tratamiento de ARN total con DNasall :

A un tubo de 1.5ml. se adiciono @ S0 pp de ARN total. 20 U1 de Inhibidor dc
RNasa, 10 U7 de DNasa | libre de RNasa. § pl. de amortiguador de DNasa 10 X ¥
agua libre de RNasa hasta 50 pl.. Sc incubd por 35 min a 37 °C. Se aford con agua
libre de RNasa a 300 ul. v se extrajo con 300 pl. de Cloroformo-Fenol (1:5) (CLF).
Se centrifugo a 15000 g por 5 min a temperatura ambiente y se transfirié ci
sobrenadante a un tubo limpio. Sce adiciono 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M,

pH=5.2 v 2 volumenes de ctanol 100 %5 a 220 °C. Se dejo reposar 30 min a -70 °C y

se centrifugd a 15000 g por S min a 4 °C. Sc resuspendio la pastilla en
aproximadamente SO pl de HLO libre de RNasa, Se cuantifico de nuevo ¢l ARN y se
precipito el volumen que se iba a utilizar, [o restante se dejo precipitado hasta su uso.

Sc observa la integridad del ARN on un gel desnaturalizante de formaldehido.

Tratamiento de ADN total con RNasa :

Se trataron aproaximadamente 100 pge de ADN resuspendido con S pl de RNasa
(40 U/ull) durante al menos 30 min a 37 “C. Se precipité de nuevo con 0.1 de
volumen de Acctato de Sodio 3 M plE- 5.2 v 2 volumenes de ctanol. y se dejo a -20

°C por al menos 30 min.

Corte de ADN Gendémico con Enzimas de Restriccidon :
Sc¢ colocaron aproximadamente 20 pg de ADN gendmico tratado con RNasa
resuspendidos en 8 ul totales, con 1 pl. de la enzima a utilizar ¥y con 1 ul. del

amortiguador respectivo. Se incubd a 37 °C por al menos 4 horas.

Ensayo de ARNm-"Differential Display” :

Por cada ensayo de ARNm-"Differential Display”®

se utilizé un cebador de
A, GOCyN=A,G,Co6T,

anclaje especifico con la tormula oligodT-VN. donde V:
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dependiendo del ensayo. Se eligio al azar ¢l decadmero aleatorio de la mezcla entre

los disponibles en el Kit OPM. Se realizd una modificacion al protocolo original de
los autores (Liang ¥ Pardce, 1992) marcando radiactivamente el extremo §° del

oligonucledtido, en lugar de incorporar la marca en la reaccion de PCR.
Marcaje Radiactivo de oligodT1-VN :
Se utilizé el Kit de Marcaje de Gibeco BRI. RTS T4 Kinase ¥ se agregd a cada

tubo con 10 U de T4 cinasa : 8 ul. de oligodT, -VN 10 un, 4 pl de v~ *PEFEATP

0.1 uCi/ul. (0.4uCi) ¥ 8 pl. de H,0O, y procurando resuspender cuidadosamente la
reaccién del tubo, sc incubd a 37 °C durante 45 min. Se calenté a 55 “C durante
Se¢ enfrid en hiclo y se utilizé

5 min para desnaturalizar a la enzima.

inmediatamente.

RT-PCR radiactivo :
Para la reaccion de sintesis de la primera cadena de ADNc se mezclaron los

siguientes reactivos por cada tubo :

Amortiguador SSIT 5 X 4.0 ul.
dNTP (250 umM) 1.6 ul.
oligodT,,-VN (10 pun1) 2.0 ul.
Inhibidor de RNasa (10 U/ul) 0.4 pl.
ARN Libre de ADN 1-2 ng
c.b.p. 19 puL

H,0 Libre de RNasa
Se programé previamente ¢l termociclador para un solo ciclo de la siguiente

manera : s¢ comenzé a 65 °C por 5min. sc incubd a 37 °C por 60 min, se

desnaturalizé a 95 °C por 5 min y terminé a 4 “C hasta rctirar los tubos del bloque
del termociclador. Se colocan los tubos c¢n el bloque ¥ se inicia el ciclo. Cuando se
hubieron cumplido 10 min del ciclo a 37 °C se agregd 1| pulL de SuperScript ™,

manteniendo la temperatura del tubo.
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Sc tomaron las reacciones de primera cadena de ADNc y la de marcaje

radiactivo dec oligodT;-VN, para la reaceion de PCR del “Differential Display™

Amortiguador Mczcla AB 4.0 ul.
dNTP (10mn1) 0.4 pul.
5° [*Pl-oligodT,-VN 5.0 ul.
Reaccion de ta 1a. Cadena 2.0 ul.
Decamero Alcatorio (2dM) 2.0 pl.
ELONGASE™ Enzyme Mix 1.5 pl.

Apgua Libre de RNasa c.b.p. 20 ul.

Sc agregaron 2 gotas de aceite mineral a cada tubo. Se programo previamente
el termociclador con los siguicntes 3 ciclos de temperatura. El primero para
desnaturalizar ¢l ADN a 94 °C por 5 min. El segundo ciclo alinea los cebadores a 40
°C por 2 min, polimeriza ¢l ADN a 72 °C por 30 s y por ultimo a 94 °C por 30 s para
volver a desnaturalizar ¢l ADN v se realizo 40 veces. 1 tercer ciclo solamente fue a
72 °C por 10 min y cambio a 4 °C hasta retirar los tubos det termociclador. Se
colocan los tubos en el bloque ¥ se inicia ¢l programa.

Sc extrajeron los productos de PCR con 100 pl. de Cloroformo centrifugando a
4000 g por 30s a 4 °C. Sc scpararon los 20 ul. de reaccion como fase acuosa
superior ¢n un papel parafilm de la fase orgianica residual v se colocaron en un tubo
dc 500 pL.

Autoradiografia :

Por cada 7 ul. de reaccion de PCR se agregaron 4 ul. de Amortiguador de
Carga de Sccuenciacion. Se corrio esta mezcla en un gel de secuenciacion hasta que
el segundo colorante cstuvo en ¢l limite de 1a parte inferior del gel, que en un gel de
secuenciacién al 6% de acrilamida fue en 4 horas. Se sccéd ¢l gel utilizado en un

papel 3 M, con un desecador de geles por 2 horas a 80 °C. Se midieron las ¢c.p.m. del
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gel en su totalidad, ¥y de esta emision, dependio el tiempo de exposicion del mismo.

contra una pelicula autorradiogriafica a -70°C.

Aislamiento de los ADNc Diferenciales detl Gel de Poliacrilamida :

Se cortaron del pel expucsto las bandas  consideradas  diferenciales y se

colocaron en tubos de 0.5 ml estériles con 100 ul. de H,0 libre de RNasa. Sc

dejaron 10 min a temperatura ambicente ¥ posteriormente se calento el tubo en agua a
95 °C por 15 min. Sc centrifugd a 4000 ¢ por 2 min a 4 “C, para concentrar vapores
¥y precipitar ¢l gel ¥ restos de papel. Se enfrio ¥ se transfirio ¢l sobrenadante a un
twbo nuevo, afadiendo @ 10 nl. de acetato de sodio 3 M pi =52

(10 mg/mL) » 200 nl. de ctanol 100 26 a -20 °C: se agitd suavemente ¥ se dejo

. 5 pll de glucodgeno

reposando a -70 °C durante 30 min. Sc centrifugd a 15000 g por 15 min a 4°C. Se
decantd el sobrenadante v se lavo la pastilla con 200 pll de etanol 75 26 a -20 °C. Se
retird ¢l sobrenadante ¥ se secod 1a pastilla por S min a 37 °C. Sc resuspendio la

pastilla cn 10 pl. de 11,0 tibre de RNasa. Se procedio a reamplificar.

PCR no Radiactivo. Reamplificacion de los ADNc Diferenciales, :
La rcamplificacién sc¢ realizé utilizando las mismas condiciones de PCR del

RT-PCR radiactivo, a excepecidon de que la concentracion de dNTP fue de 20 unm y no
se adicionaron isétopos radiactivos.

H,O0 libre dc RNasa 20.4 pul.
Amortiguador 10 X PCR 4.0 ub.
dNTP (250 um) 3.2 pl.
Decamero Alcatorio (2 uM) 4.0 pul.
oligodT,,-VN (10 pM) 4.0 uLL
Templado cDNA 4.0 uL

Taq ADN polimerasa 0.4 pul.
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Se programo cl termociclador de la misma forma que el PCR radiactivo. Se
tomaron 4ul. de esta reaccion y se llevo a cabo una segunda ronda de
reamplificacion. a las mismas condiciones de temperatura del termociclador. Se
observé su corrimiento en gel de agarosa al 1.0 2 con TAE | X con escalera de

pesos moleculares de AIDDN.

Ensayos de Hibridacién en Northern blot:

Electroforesis de ARN :

Se hizo un gel desnaturalizante de agarosa con reactivos libres de RNasa. Se
prepararon 56 ml. de gel fundiendo en 35 ml. de agua Ia suficiente agarosa para
quedar al 1.5 % final, enfriandola a 60 °C y agregiandole formaldchido 2 mM v
FGRB 1 X, mezelando suavemente y vaciando en ¢l molde del gel, de preferencia en
una campana de extraccion debido a los vapores toxicos del formaldehido.

Se preparan las muestras mezclando las siguientes sustancias en un tubo de

500ul :

ARN (~30ug) 4.5 pl.
FGRB 10 X 1.0 pl.
Formaldchido 37%6 3.5 nk.
Formamida 10.0 uL

Sc incubaron las muestras a 65 °C por 15 min y después sc enfriaron en hielo.
Se centrifugaron a 4000 g por 5s a temperatura ambiente. para depositar la muestra
en ¢l fondo del tubo. $c agregaron 2 pl. de FGLB estéril libre de RNasa v 1 pL de
solucion EtBr (1 pg/ml. en acectato de amonio 0.1 M ), mezeclando suavemente. Sc
precorrio ¢l gel a 5 V/em durante 5 min en FGRB 1X. Se cargaron inmediatamente

las muestras en sus respectivos pozos. Sc corrid ¢l gel a 3-4 V/em hasta la distancia
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descada marcada por cf Xilen-Cianol ¥ el azul de bromofcnol. Sc observo en el
wransiluminador la integridad def ARN v se procedid a realizar el Northern blot.
Northern blot :

Sc transtirio ¢l pel por clucion capilar a una membrana de nylon de 1a siguiente
forma. Se colocaron en una mesa en el orden que se observa en 1a Figura 3 los
matcriales ¥ reactivos indicados @

Papel 3MM (2)
NaCl 3Mm

Papel 3MM (3) HaOH 3mM

Lautil Sarcosinato 2mM

Gel
Membrana de Nylon
Papel 3IMM (1)

=) Hurr
| e— Seco
Papel Absorbente

Figura 3. Diasrama de tran.

rencia de ARN a membrana de nylon

Antes de colocar la membrana de nylon se humedecido en la solucién de
transferencia de un solo trazo para cvitar burbujas en clla, ¥ sc colocd sobre el papel
3 MM humedccido con Ia misma solucion. Se colocd ¢l gel con los pozos hacia
arriba para que la membrana tenga ¢l mismo orden de carga que ¢l gel. Se colocaron
los papeles 3 MM humedecidos encima 3 sc introdujeron en un recipiente con el
amortiguador, cuidando que los papeles 3 MM tucran del mismo tamano que ¢l gel ¥
la membrana para asecgurar una transferencia eticiente, a excepeion de los que estan
introducidos en ci amorntiguador. Se transfirid por 12-24 horas. Una vez terminada la
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transferencia se corto el gel junto con 1a membrana marcando el sitio de lectura de
{os pozos. Se vertfico la clucion completa del ARN a la membrana. incubando el gel
en una solucion con EiBr | mganl. para observar ¢l posible ARN residual en el
transiluminador de UV

Se entrecruzo el ARN 4 i membrana de nylon en un homo  de
entrecruzamiento de luz ULV, a 120,000 jd/cm” durante 30 s,

Marcaje de Sonda Radiactiva por Cebador Aleatorio (Random
Primer)

St desnaturalizaron  de 30-50 ng. cuantiticados  en gel, del fragmento
reampliticado de ADNe obtenido por Ditferential Display™. incubandolo a 100 °C
por 5 min. Sc entrio en hiclo & min. Se agregaron 6 pl. de Amortiguador de
Reaccion, 6 pul. de dNTPs menos dCTP. ~30 nCi de {a-P1 dCTP, HLO hasta los 30
ul » 1 pl del tragmento Kienow de fa ADN pol 1 de £ coli. Se incubd por 2 ha 37
°C. Sc adicionaron 8 pd. de EDTA 250 myt pH 8.0 y 160 pl. de STE, Se tomo 1 pl
para medir la incorporacion (cuenta 1), ¢l cual se considerd comao ¢l 100 6, se paséd
por una columna de Sephadex G-30 pH 7.0 a4 1600 g por 4 min a temperatura
ambicnte. Sc tomo 1 pl. del filtrado para medir incorporacion (cuentua 2).

L. incorporacion del isotopo radiactivo se midio en ¢f contador de centelleo ¢n
¢l rango del tritio. La cantidad de c.p.m. se multiplicad por 2 » se dividio entre la
cantidad de ADN colocada para marcaje. Se compard este valor de la cuenta 1 con el
valor de la cuenta 2, obteniendo ¢l %o de incorporacion.

Columna de Sephadex G-50 :

Se empaqueto lentamente la columna en una jeringa de 1 ml. de insulina con la
resina Scphadex G-50 cquilibrada en STE pll- 8.0, centrifugindola a 1600g a

temperatura ambicente, hasta completar Ias 100 unidades insulinicas. Se lavo con 100
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pl de STE pH=8.0 4 veces. Sc agregd la sonda purificada y se dié un Gltimo ciclo

de centrifugacién a la misma velocidad y temperatura.

Hibridacién y Autoradiografia :

Se colocod la membrana fijada en la solucion de hibridacion ¢n un agitador a
60-65 °C por 2-4 horas en ¢l homo de hibridacion. Se desnaturalizé por 5 min el
scgmento de ADDNc¢ marcado radiactivamente, vy sc¢ enfrid en hiclo: sc utilizéd
suficiente sonda para tener 107 c.pum. por hoja de membrana de nitrocelulosa
(12x14cm). Una ves transcurrido el tiempo de prehibridacion, se tird la solucion de
hibridacién presente v se agregd nueva solucion atemperada, junto con la sonda
desnaturalizada tenicndo cuidado de no bajar la temperatura del horno por mucho
tiempo. Se mantuvo c¢n ¢l homo dc hibridacion en rotacion continua a 60-65 °C
durante 12-20 horas. 8¢ lavo i membrana en SSC 0.1 X y SIDDS 0.5 25(p/v) a 60-65
°C por 5 min. dos veces y por 10 min dos veces, cambiando la solucion de lavado. Se
realizd una autoradiografia de la membrana de nylon, procurando que esta no se

secara envolviéndola cn plastico.

Ensayos de Hibridacién en Southern blot :

Eilectroforesis de ADN
Se utilizaron muestras de ADN cortado con cnzimas de restricciéon o de

productos totales de RT-PCR. Se realive de manera analoga a la clectroforesis de
ARN, pero utilizando TAIL I X como amortiguador, en el gel v ¢l amortiguador de
corrimiento. Se hizo ¢l gel al 1-1.4%6 de agarosa, agregandol ul. de solucion de
EtBr. Sc¢ prepararon las muestras con TAE-I.B y se cargaron en ¢l gel en los

respectivos pozos. Se corrio el gel entre 60-90 Amp durante 30-60 min dependiendo

del corrimiento descado.
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Southern blot
Una ver que se tuvo la electroforesis de ADN, se desnaturalizé el ADN con

NaOH 0.5 N » NaCl 1.5 N durante 45 min ¥ sc neutralizé 2 veces con Tris-HCH
pHI=7.34 | a1 » NaCl 1.5 N, por 20min cn cada ocasion. Se colocod el sistema de
transterencia como en la | pero utilizando SSC 10-20 X como amortiguador de
transterencia, por un ticmpo de 12-24 horas,

Hibridacién y Autoradiografia

Se realizo bajo las mismas condiciones del Northern blot.

Clonacién

Se utilizd el plaismido pCOR™ 2.1 que venia en ¢l Kit de clonaciéon TA Cloning® Kit
para clonar productos de PCR. Se utihizé una reaccion de PCR con menos de 5§ horas de
realizada para no perder las As que coloca 1a Tug polimerasa en los extremos 37 del segmento

amplificado, utilizadas para La ligacion

Se colocd lu reaccion de higacidn como sigue @ 1 pl. de Amortiguador de Ligacion, 1 .
de T4 DNA Ligasa, 2 pl. de pCR™2.1 (25 nppll). ~ 10 ng de producto de PCR y agua estérnil
hasta completar 10 il de 1a reaccion. Se incuba a 13 °C £ 0.3 por toda 1o noche. se coloco a
4 °C, utilizandose lo muis pronto posible,

La reaccion de transtormacion se realizo de fa siguiente manera @ a 2 tubos contenienda

c/u S0 ul. dg células competentes InvaF™ se les agrega, a cada uno, 2 pll de 0.5 W
B-mercaptoctanol, mesclando suave v cuidadosamente con fa punta de la pipeta. Se agregaron
2 pl ¥y 4 ull de la reaccion de ligacion, en cada tubo respectivamente. agitande de la misma
manera, ¥ sc¢ incubaron por exactamente 30 min en hiclo. Se realizd un choque térmico a
42 °C por exactamente 30 seg sin mezclar los tubos, ¥ se regresaron a hiclo por otros 2 min.

Se agregaron 450 pL. de medio SOC a temperatura ambiente ¥ se agitaron los tubos por | hora
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a 37 °C a 225 rpm cn un agitador orbital. Sc¢ sembraron 200 pul. y 400 uL. de cada tubo en 2

cajas respectivamente que contenian medio 1LB con 50 pg/mi. de Ampicilina, 50 pg/mL de

X-Gal ¢ IPTG. Se dejd crecer por 24 horas y se realizaron minipreparaciones de las colonias

blancas encontradas.

Minipreparaciones

Se tomd una asida de 1a colonia y se crecid por 12 horas en 2 ml. de medio liquido LB
con 50 ug/ml. de ampicilina. Se¢ tomaron 1.5 mi. y se centrifugaron a 4000 g por 10 min a
4 °C. Se resuspendid en 200 ul. de Solucion I a 4 °C. Se adicionaron 400 pl. de solucidén Il a
temperatura ambiente, agitando manualmente. Por Gltimo, se agregaron 300 pL de solucién 111
a 4 °C, sc agitd por 10 scg y se dejo en hiclo 3.5 min. Se centrifugé a 12000 g por 5 min a
4 °C y se tansfind cl sobrenadante a un nuevo tubo. Se realizé una extraccién con
Fenol:Cloroformo:Alcohol Iscamilico (25:24:1), y se precipito con 0.1 volitmenes de acctato

de sodio 3 M y 2 volimenes etano! 100 % a -20 °C. Se resuspendio en STE pl{=8.0 segun ¢l

volumen de la pastilla.

Se cortd colocando 0.1 volimenes de amortiguador de la enzima de restriccién y 0.1

vold de la de restriccion, con 0.8 volumenes de plasmido. Sc observé en gel la

presencia del insento.
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Capirulo 5

RESULTADOS

“Differential Display” :

Fundamento de la Técnica

El aislamicnto de gpenes expresados diferencialmente es de suma importancia
para ¢l estudio de cambios entre dos poblaciones de células contrastantes, utilizando
téenicas como la hibridacion substractiva para este tin, En 1992 Liang y Pardec

t para aislar genes expresados diferencialmente,

desarrollaron una nucva metodolo
de los cuales no se conoce la secuencia, Tiene como fundamento ¢l que al utilizar
una subpoblacion de ARNm en lugar de toda la poblacion, se pueden detectar y
aislar mcjor diferencias de expresion entre tratamientos. Para Ia reduccion de la
poblacion de ARNm que se vt a analizar, se utilizan cebadores de oligo-dT con dos
nucleotidos de anclaje degenerados (oligo-dT-VN_ donde V pucde ser A, G o C ¥ N
pucde ser AL G, C o T para ta sintesis de 1a primera cadena de ADNece, los cuales en
primera instancia pretenden dividir en 12 1a poblacion total de ARNm. Con el fin de
hacer mas representativos los genes poco expresados, se realiza una reaccion de
PCR. para lo cual s utiliza el oligo-d'T-VN para la sintesis de la primera cadena y un
decamero aleatorio que se puceda unir hacia ¢l extremo 57 del ADNce resultante.
incorporando en las reacciones un nucleotido radiactivo como marcador. Se corren

las muestras en un gel de secuenciacion y se expone contra una pelicula fotografica,

en la cual s¢ pucden observar bandas diferenciales las cuales pucden ser aisladas y

reampliticadas cortiandolas del gel. Esta metodologia se esquematiza en la Figura 4.
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Dc acucrdo al dingrama se puceden esperar cuatro expresiones diferenciales
posibles @ la aparicion del mensaje o su aumento v la desaparicion del mensaje o su
disminucion, lo  cual  se puede  observar  porque ¢l PCR reamplifica
proporcionalmente los sepmentos de ARN.

Como sc menciond previamente, en un inicio se planteaba Ia posibilidad de 1a
existencia de 12 combinaciones posibles de oligo-dT-VN (Liang vy Pardee. 1992),
pero los mismos autores observaron poco despuds una degeneracion en ¢f primer
nucledtido (V) para el reconocimicnto de ¢l oligo-dT-VN por la Transcriptasa
Reversa » la Tug Polimerasa; es decir, que estas enzimas tenian poca especificidad
hacia csc nucleatido por o que selecctonaban de una manera parecida la poblacion
de ARN., reduciendo las posibles combinaciones a 4 (oligo-d1T-VA, oligo-dT-VC,
oligo-dT-VG v oligo-dT-VT) donde V puede ser AL C o G (Liang. Averboukh y
Pardee, 1993). Un ano después, los mismos autores propusicron ¢! uso de un solo

nucleotido de anclaje en el oligo-dT para 1a sele

cion de las poblaciones de ARNm.,
concluyendo en su trabajo que ¢l uso de este oligonuciedtido reduce la redundancia
de mensajes (Liang ¢ af. 1994): sin embargo, ¢l uso de dos nucleatidos de anclaje
sigue siendo valido como cllos mismos lo reconocen (Liang v Pardee, 1995).

Como se¢ puede apreciar, la selectividad de los mensajes amplificados
finalmente la dara cl oligo-dT utilizado; pero debido a que tiene baja temperatura de
fusién (7m), sc obliga a hacer un alincamicento del cebador oligo-dT a temperaturas
bajas, de aproximadamente 40 °C. a la cual pucden reamplificarse inespecificamente
segmentos de ADN que no fueron eliminados totaimente del ARN produciendo
falsos positivos o falsos negativos. Por lo anterior, se deben tratar las muestras de
ARN total con DNasa. para climinar el ADN residual. Aun asi, se¢ deben tener

controles negativos de la reaccion de transcripeion reversa: es decir. poner la
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reaccion de PCR a partir dc ARN sin haber hecho la primera cadena de ADNc. De

esta forma, si existc AIDN residual que se pucda reamplificar, se observari cn cstos
carriles de la autoradiografia, evitando falsos positivos al buscar la expresion
diferencial.

Por la misma naturaleza de la reaccion del PCR, se recomienda hacer las
reacciones de polimerizacion in vitro por duplicado, ya que se ascegura Jde alguna
manera la repetibilidad de las diferencias encontradas, debido a que ¢s una reaccion
controlada por concentracion de sales, concentriciéon de enzima, concentracion de
templado. tiempo de alincamicento, tiempo de polimerizacién y temperatura.

Ensayos

Se recalizaron aproximadamente 10 ensayos de “Differential Display” con
diferentes cebadores de anclaje y alcatorios. Solamente 5 de estos ensayos mostraron
diferencias que fucron consideradas significativas en el bandeco producido. Las

combinaciones dec cebadores de los ensayos anteriores, se realizaron como sc

muecstra cn la Tabla 1 incluyendo sus Tz

Tabla 1. Combinaciones de Cebadores Utilizados para los ensayos de “Differential

Display ™

oligodT-AG, oligodT-GG y oligodT-CG.

€. B
Nota : oligo~dT-VG, corresponde a
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Aunque s¢ observa que las Twr de varios de los cebadores utilizados son
menores a fa de alincamiento utilizada, si se determind incorporacion de marca
radiactiva, lo que indica que ¢l alincamicento se produjo con s ayuda del decamero

aleatorio que posce una Tm, en general, mayor a la utilizada,

LLos ensayos de "Differential Display™ realizados que mostraron diferencias de
expresion, s¢ exponen a continuacidon., de la Figurn 5 a la Figuras 9, con los
oligonucledtidas utilizados 3 las bandas cortadas en {os pies de figura.

En la Figura § s¢ observa el ensayo realizado con fa combinacion VG-M2, de la

2 como producto de estimulacion (a v 8) v 2 producto de

cual se cortaron 4 bandas,
represion (3 v y) por BA. LLa observacion de la expresion resulta poco clara ya que

existe una aglomceracion de diferentes bandas, que produce un encubrimiento de las
bandas diferenciales, tanto en Ja fotografia de la pelicula expuesta como en Ia
digitalizacion. Para asegurar que se observaron bien las diferencias se realizo mas de
un gel de secuenciacidn a diferentes concentraciones de acrilamida y/o de fucrza
iénica del amortiguador de corrida, para corroborar las bandas cortadas » solamentc

se presenta el que sc obtuvo con mayor claridad. En este gel. en los carriles 1y 6 que
se pueden apreciar varias

ensayo,
no fue ecliminado

negativae del

controf
ADN residual (X)), que

se colocan como

reamplificaciones inespecificas de
otalmente por ta IDNasa: para ¢l analisis diferencial no deben considerarse las

bandas de los carriles 2, 3, 4 y 5 que estdan a la altura de déstas. Afortunadamente no
existicron bandas diferenciales a la altura de donde s¢ encontraron las bandas

reamplificadas a partir de ADN residual.
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Figura 5. Ensayvo de "Differential Display ™ utilizando cebadores oligo-dT-VG y OPM-
02. Carril 1 y 6 : controles negativos de RT-PCR de ARN 5C y 5BA respectivamente,
Carril 2y 3 : RT-PCR de ARN 5C y Carrilex 4y 5 - RT-PCR de ARN 5BA. Las flechas
indican las bandas que se consideraron diferenciales y la leira asignada. Las flechas a la
izquierda indican disminucion de la expresion por BA v las flechas a la derecha indican
esumulacion de la expresion por BA
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Figura 6. Ensayo de “Differential Display " wiilizando cebadores oligo-dT-VG y
OPA-03. Carril 1 y 6 - Controles negativos de RT-PCR de ARN 5C y 584
respectivamernte, Carriles 2 3 3 - R7-PCR de ARN 5C y Carriles 4+ 3 5 : RT-PCR de
ARN 5BA. Las flechas indican las bandas que se consideraron diferenciales y la letra
asignada. Las flechas a la izquicrda indican disminuciin de la expresion por BA y las
Slechas ala derecha indican estimulacion de la expresion por BA.
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En la Figura 6 sc observa una amplificacion del ensayo realizado con 1a
combinaciéon VG-M3, del cual se cortaron 4 bandas : 3 producto Jde estimulacion (a.
by c)y | como producto de represion (d) por BAL En este ensayo pareciera que dos
de las bandas que se estimulian con BA (a vy by aparecen de noveo, sin embargo no sc
puede ascgurar esto. La banda (¢) se incrementa, porgue ya estaba presente, v la (d)
disminuye. porque no desaparcce. con la adicion de 13A

En la Figurs 7 sc¢ observa la amplificacion del ensayo realizado con la
combinacion VG-M4, de la cual se seleccionaron 4 bandas @ 2 estimuladas por BA (e
v h) y 2 reprimidas (' y g). En este caso se observan claramente las segmentos de
ADNec, donde se aprecia la estimulacion y la represion, por lo cual se cortaron las
bandas correspondicntes. En oste caso también se repiticron geles para obtener mejor
definicion de bandas diferenciales.

El ensayo realizado con la combinacion CC-M10 sc¢ observia en Figura 8. del
cual sc cortaron un totaf de 6 bandas diferenciales @ S estimuladas (a. By, 8 ¥ &)
y 1 reprimida (g£,) por BA. En cste ensayo también se realizaron repeticiones de los
geles de scecuenciacion a diferentes tiempos de corrimiento y concentracion de
acrilamida. como s¢ observa en la figura, por lo que en uno de ¢llos no se aprecia la
banda §&,. [.a variacion en la separacion de bandas entre los geles 3 por lo tanto la
nitidez de ambos es debido al peine utilizado en el corrimicento, en el primer gel que
se observa sc utilizo un peine de “dientes de tiburdon™ en donde no se torman tos
pozos de cargado ¥ por lo tanto las bandas quedan juntas una a la otra; en ¢l segundo
sc utilizé un peine formador de pozos. en donde existe acrilamida cntre éstos v

permite una mayor definicion entre bandas de ditferentes carriles.
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Figura 7. Ensavo de “Differential Display ™ utilizando cebadores oligo-dT-V'G y OFPAM-
04. Carril 1 y» 6 - Controles negarivos de RT-PCR de ARN 5C v 5BA respectivamente,
Carriles 2y 3 . RT-PCR dec ARN 5C y Carriles 33 5. RT-PCR de ARN 58A. Las
Sfechas indican lus bandas que se consideraron diferenciales y la letra asignada. Las
Sflechas a la izquicrda indican disminucion de la expresicn por BA y las flechas a la
derecha indican extimulacion de la expresion por BA.
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Figura 8. Ensayos de " Differential Display" utilizando cebadores oligo-dT-CC y QPM-10
Carriles 1y 6 : Controles negativos de RT-PCR de ARN SCy 5BA respectivamente, Carriles
2y 3: RT-PCR de ARN 5C y Carriles 43 5 - RT-PCR de ARN SRBA. Las flechas indicarn las
bandas que se consideraron diferenciales ylaletra asignada Las flechas a la izquicrda
indican disminucion de la expresion por B vilus flechas a la derecha indican estimulacion
de la expresiion por BA
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Figura 9. Ensayo de “Differenial Display " uritizando cebadores oligeo-dT-CC y-
OPA-11. Carril 136 - Comtroles negativos de RT-PCR de ARN 5C y SBA
respectivamente. Carriles 23 3 - RT-PCR e ARN 5C v Carriles 435 - RT-PCR e
ARN 5BA. Las flechas indican lus banday que se consideraron diferenciales y la
letra asignada Las flechas a la izquierda indican disminucion de la expresion por
BA y las flechas a la derecha indican estimulacion de la expresiin por 3.4
<1
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Por ultimo cn la Figura 9 sc¢ observa ¢l ensayo obtenido de la combinacion de
oligonucledtidos CC-M11, de la cual se aislo solumente | banda estimulada por BA
(ay). Mas abajo de la banda se observa una diferencia de expresion (X,). que

parecicra ser estimutada por BA; sin embargo, esta banda no se corno

¥y reamplitico
por ¢l tamano que presenta ¥ ademds porque no cera clara su estimulacion al
compararla con otros geles de acrilamida que se corricron con esta misma
combinacién.

De estos ensayos se cortaron las bandas marcadas, que poscen expresion
diferencial, ¥ se reamplificaron. Se cortaron un total de 19 bandas con la distribucion
observada en la Tabla 2, que indica el numero de bandas diferenciales cortadas por

combinacion de cebadores.

Tabla 2. Numero de ADNc reamplificados por combinacion de cebadores

Combinacion ADNc remplificados
VG-M2 4
VG-M3 Kt
VG-M4 4
CC-M10 6
CC-M11 i

Los ADNc recamplificados de la manera descrita fucron separados por
clectroforesis en un gel de agarosa al 1.0 %6 y se¢ comparan contra una escalera de
tamafos de 100 pb (pares de bases) de ADN, para asi conocer su tamaio en pares de
bases. En la Figura 10 sc observan los productos de las reamplificaciones con las
combinaciones VG-M3 y VG-Md y en la Figura 11 las reamplificaciones de las

combinaciones VG-M2, CC-M10 y CC-M11.
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1234567 8910111213

Figura 10. Gel de Agarosa al 1 G tefivds oo EtBr Carrit 1 3 13 Escalera
de 100 pb de ADN, Carriles 2 al 12 re. iticaciones de bandasa, oy, 8.
. By, 8.k, 5 v o0 cospectivamente

123450 7829

Figura 11. Gel de Agarosa al 1 %6 tenii: con Etédr Carril 1 - Escalera de
100 pb de ADN. Carriles 2 al 9 : reampliticaciones de bandas a, b, ¢c. d, e,

Sy hrespocticamente
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En la Tabla 3 sc muestran los tamafios aproximados de las bandas cortadas de
todas las combinaciones de acuerdo a la comparacion con la escalera de 100 pb de
ADN. Puede observarse en cada caso que las bandas corresponden en su mayoria a
segmentos de ADN dnicos, aunque en otros existen miltiples bandas o barridos. 13

corresponden a genes estimulados y 6 corresponden a genes reprimidos.

Tabla 3. Bandas Reamplificadas con las bandas que producen y sus pesos moleculares

Band:a
Cortada

Tamuano cn Pares de

Bases

a i i i 490 pb Estimuliada
b 1 A T T T TTasopy T T Esumuladal |
< 1 490pb | Esumulada
d 4 1000, 550, 450 y 300 pb Reprimida
© 1 400pb Estimulada
[ 2 700 y 650pb Reprimida
g | meeeeme—es — Barrido de 500-200pb Reprimida
h 4 850, 700, 600 y 550 pb Estimulada
a 2 360 y 250 pb Estimulada
B 1 200 pb Reprimida
¥ 1 390 pb Reprimida
3 1 250 pb Estimulada
o, 1 400 pb Estimulada
B, 1 410 pb Estimulada
¥, 1 390 pb Estimulada
- T Barrido de 100-200 pb Estimulada
£ 1 260 pb Reprimida
&, 1 190 pb Estimulada
a, 2 400 y 150 pb Estimulada
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Northern blot

Se realizaron varios intentos de corroboracion de la expresion de los diferentes
mensajes por Northern blot utilizando cada uno de los ADNc obtenidos como sonda.
pero con resultados tallidos: por 1o anterior no se pudo utilizar este ensayo como
corroboracion de la presencia de mensajes con la expresion maodificada por BA
Como una alternativa de corroboracion de los segmentos diferenciales se realizaron
ensayos de hibridacion en ADN genomico. Se utilizvo ADN penémico cortado con
enzimas  de  restriccion  para obsernvar  si algunas  de  estas reamplificaciones

corresponden a regiones del genoma de tas células del eje embrionario,

Southern blot :

De los ensayos de southern blot realizados con las sondas a. a,, 1. 3.3y €,
elegidas haciendo una evaluacion de sus caracteristicas como su tamailo en pares de
bases, la cantidad de bandas producidas ¥ expresion diferencial, solo se obtuve una
hibridacion especifica de la banda (a). como s¢ muestra cn Figura 12, Las demas
reampliticaciones no se probaron.

Como se aprecia en la autorradiografia, cuando el ADN gendmico se corta con
Bam 1 se¢ obtiene una sola banda de alto peso molecular, de aproximadamente
7000 pb; con Eco RI o con Hind 11, sc obtiene una banda de peso molecular menor,
de aproximadamente 900pb. l.o anterior nos indica que ¢l ADN de la banda (a)

correspondce a una regién gendmica transcribible.
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Figura 12. Southern de ADN senomico cortado con diferer:
wrilizando comao sonda la banda reamplificada o Carrid 1047
HI, Carril 2 Cortado con Eco RIy Cuarrdd 3 Con

~—500

Figura 13. Southern del ADNc e, en RT-PCR de la o
Carril 1 3 4 : PCR de ARN 5C 3 SBA respectivamente
PCR de ARN 5C v 5BA respectivani
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Como una oprion a la corroboracion de los ADNce diferenciales por hibridacién en

Northern blot, s¢ utilizd una variacion de la téenica de RT-PCR que nos ayudo a corroborar Ia
presencia de estos mensajes en células de maiz. Mediante esta téenica se corrobord gue la
banda £, podia hibridar contra un ADNc proveniente de un ensayoe tipa “Ditterential Display™,
por medio de southem blot. Para esto se utilizd la misma combinacion de cebadores (CC-
M10) ¥ el ensayo de RT-PCR sc hizo en ausencia de marca radiactiva. La totalidad del ADNce
obtenido se hibrido contra ADNe de la bandas €y marcado radiactivamente. En fa Figura 13 se
observa que existe 1a hibridacian solo contra ADNe proveniente de ¢jes embrionarios control

incubados por S horas (Carvil 2y miis no contra ADNe de ¢jes embrionarios imbibidos con
pe )

BA. como ecra de esperarse. La banda corresponde al tamaflo esperado, aunque también

aparece una banda de poca intensidad de menor tamano.

Clonacion

Sc clond la banda g, ya que tuc aquella en a que se confirmé por ensayos de
hibridacion en RT-PCR su comportamiento diferencial. Para la clonacion se utilizo
el plasmido pCR™ 2.1, vy su contirmacion se puede observar en Figura 14, donde se
corta con Eco RI para liberar al inserto, vy comparando los segmentos resultantes en
tamafio con la reampliticacion de g, utilizada para la ligacién, sc observa que cl
ADN clonado es pricticamente del mismo tamafo. Esto se realizo con el fin de

poder ascgurar que existe una sola banda de reamplificacion y ademads, en

experimentos a futuro, secuenc

ar con mayor facilidad la banda reamplificada. y de

esta forma poder conocer la naturaleza del gene aislado.
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Figura 14. Electroforesis en ol de agarosaal 1525 Carril 1 - Escalera de 100 pb.,
Carril 2 : Reamplificacion de ¢, . Cuarril 3 : Plismido adislado de colonias de £ colf ImvafF*
transformadas cortada con Fco R
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Capitulo 6

ANALISIS [DE RESULTAMDOS

“Differential Display™

Los ensayos realizados inicialmente fucron dificiles de estandarizar, ya que se
tuvieron problemas con la pureza del ARN. debido a que al parecer existian residuos
de la extraccion del ARN que inhibian a la polimerasa (7ag)., como podrian ser
productos de oxidacion del tenol. Por lo anterior se cambié a la ELONGASE™ que ¢s
asica Tug v otra polimerasa de

una combinacion de 2 polimerasas, la polimerasa ¢

Pyrococcus sp . las que juntas dan maxor procesividad (tiempo que dura la

polimerasa unida al molde de AIINY v permiten obtener segmentos mayores cn las

reacciones de PCRL de esta manera parece se que reduce la inhibicion por los

residuos de [a extraccion en el AR?
Como sc¢ pucde apreciar en Ja penerahidad de los ensayos. se tienen varios
controles @ contra contaminaciones de AN, contra expresiones no repetitivas,

contra los problemas inherentes de la reaccion en cadena de la polimerasa por sus
propias variables. Ademas, para completar los ensayos de “DitTerential Display™ se

tienen que contirmar las bandas diferenciales con ensayos como el Northern blot, v

en ocasiones ¢on ensay os de proteccion a nucleasa (RPA) que son mas sensibles que

¢l Northern blot, para poder corroborar la expresion genica. Lo anterior parece un

a metodologia

YOS, pero s

proceso dificil por la naturaleza de cada uno de los ens:
fue planteada por sus creadores como un método mas tacil de deteccion de genes
expresados diferencialmente. que la hibridacion substractiva, ya que la busqueda es

mas eficiente ¥ puede amplificar diferencias minimas de expresion; a su vez, esta
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altima caracieristica ¢s también una dec las causas por las quc los ensayos normales
de Northem blot no siempre dan resultados positivos para los ADNc aislados. El
ensavo dec “Diflerential Display™ reduce tiempos de experimentacién compariandolo
con la hibridacién sustractiva {Zuoiiga-Agular er al. 1995) v hacc mas facil cl
aislamicnto de ADNc diterencial, motivos por los cuales se pretendid estandarizar
esta técnica y utilizarla en la biasqueda de diferencias de expresion. Esto obliga a
manejar ¢! ensayo de “Differential Display™ con mucho cuidado, hasta determinar
con exactitud diferencias de expresion ¥y tratar de extrapolarlas a genes completos
relacionandolos con su tuncidn., v concluir con la confinmacion de la expresion
diferencial que detecta.

Reamplificaciones

El muestreo inicial de las reamplificaciones de los ADNce parece indicar que
existen 13 ADNc que son estimulados » 6 que son reprimidos por BA. Como se¢
pucde observar, algunas de las reamplificaciones de los ADN complementarios,
puecden producir mas de una banda de diferente tamano, lo cual podria parccer
inconsistente con la técnica, pero no lo es. yva gque no se sabe si son varias o sé6lo una
posible forma de alincamiento de los cebadores; es decir, que en el mismo ADNc sc
pucdan alinear varias veces {os cebadores, con la posibilidad de reamplificar varios
tamanos dc el mismo ADNc. EXn estudios de refinamiento del “Differential Display ™,
Liang y Pardec, recomiendan que solamente se reamplifiquen fragmentos de ADNc¢
de tamafio mayor a 500 pb. ya que si son mcnores se hace mas dificil su
comprobacidén por Northern blot (I.iang y Pardce, 1995), lo que pucde explicar los
experimentos fallidos en este ensayo., al ser pocas las bandas reamplificadas

obtenidas con tamafios mayores a los 500 pb. Pero como no sec sabe si es una,

algunas o todas las bandas que aparccen en las recamplificaciones las que son
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diferenciales. se deben utilizar todas, por lo que se recomienda clonar las bandas

antes de corroborarlas por otras merodologias. Aunado a esto, es de esperarse que la
técnica de “Differential Display™ reamplifique mensajes muy poco expresados, ©s
decir que se encuentran en cantidades muy pequenas en el ARN toral del ¢je
embrionario. ¥y que al tratar de ser confirmados por Northern blot pudieran producir
una hibridacion suficiente para imprmirse en la placa autorradiogritica. Como una
solucién alterma al problema de  contirmacion de mensajes  se  realizaron
hibridaciones contra RT-PCR no radiactivo. 1o que se explica mas adelante, las
cuales han dado resultados positivos. [na téenica innovadora para la confirmacion
de ADNc considerados diferenciales s el ensayo de proteccion a ribonucleasa
(RPA) por medio del cual se pueden detectar cantidades de ARN menores a 7 ng

(Pharmingen, 1996). ¢l cuxal no hemos realizado adn, pero que se pretende
estandarizar en estudios de seguimicnto a los ADNe diferenciales aislados, que no

han sido confirmados.
Southern blor

E! resultado de la hibridacion del ADNe (a) contra ADN genémico cortado con
ste la

enzimas de restriccion indica, en primer lugar, que cn el genoma sioe
secuencia complementaria. ya que la hibridacion se realizd a temperatura alta (60
°C) y con lavados muy astringentes a Ia misma temperatura y de baja fuerza iénica;
¥ en segundo lugar quec existe una sola copia del gene que estd codificando para (a),
ya que es muy dificil que se encuentre mas de un sitio de restriccion en el genc
utilizando varias enzimas de restriccion.

Este ensayo en realidad no confirma la presencia diferencial como ARNm del

ADNCc aislado, pcro si permite saber que la contraparte del mensaje existe en el
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genoma y quc no s un artificio. Los ensayos de RPA nos permitiran determinar la
posible expresion diferencial del mensaje a lo largo de a germinacion.

Hibridacion por RT-PCR no radiactivo

La hibridaciéon obtenida en el RT-PCR  frio de g,, confirma al menos
parcialmente Ia existencia en ¢l ARN total de maiz de este segmento, y que se
desaparece con la adicion exdgena de BAL Bl doblete que se produce con la
hibridacion, pucde deberse a varias posibilidades de alincamiento del cebador, como
se observa al obtenerse una sola banda en la reamplificacion y corroborase en la
clonacién. Otra posibilidad que quedo descartada, es la de que se cortara la banda
del gel de acrilamida de una manera erronca » no fuera diferencial, por to wanto, la
hibridacién en Southermn blot del RT-PCR deberia dar una hibridacion parecida en
ambos tratamicntos (control v con BA). Esto no fue asi, ya que lo que se observa en
el ensayo dec hibridacién corresponde al comportamiento diferencial del ADNe
(Figura 13). La clonacion deja ver la banda del mismo tumaiio al reamplificado, con
un ligero aumento de tamano (10-20 pb) por los sitios de corte de Eco Rl dentro del

plasmido, lo cual indica que se obticne un solo scgmento de ADNc. Seria

convenicnte demostrar la expresién diferencial del segmento de ADNe clonado a lo

largo de la germinacion, en presencia o ausencia de fitorreguladores.

Esta técnica de confirmacion ha dado buenos resultados en general en el

laboratorio, ya que si ¢l ARNm que se amplitica por “Ditterential Display™

es poco
abundante, 1a hibridacion por RT-PCR no radiactivo nos permite identificar ese

ADNec. Por cuestiones de tiempo no s¢ pudicron confirmar mas ADNc diferenciales
por esta técnica, pero aunado a {os estudios de RPA, que se piensan implementar. sc

realizaran posteriormentc ¢stos ensd

yvos de cada segmento diferencial restante
considerado significativo.
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CONCLUSKONES
© Con las combinaciones de ccbadores utilizadas, ¢l ensayo de RT-DD muestra at
menos 19 precursores putativos (ARNmM) de ADNc, de los cuales 13 podrian ser

cstimulados y 6 reprimidos por 1a accién de BA.

© La secuencia del ADNc (a), existe en ¢l genoma de maiz y sc observa como una

sola copia dcl gene, con las enzimas utilizadas.

© Los cxperimentos de RT-PCR muestran que ¢l ADNc g, reconoce al menos 2
ADNc que son amplificados mediantc cstos ensayos, cuyo mensaje podria
desaparecer a las 5 horas de germinacién con BA. Esto indicaria que este gene es

regulado negativamente por la benciladenina.

de jes diferenciales obtenidos

J

© Fue dificil la comprobacién dc la exi
por “Differential Display™ por Northern blot, debido probablemente a la baja

representacion de tales mensajes en el total del ARN.
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APENDICE

Soluciones :
10X EGREB (Amoniguador de Corrida cn Gel de Eopmaldehido) : MOPS 0.1Mm,
Acetato de Sodio 40mat y Smat EDTA pll= & Disolver 20.6g de MOPS (Acido
3-(N-Morfolin) propanosulfonico) en ROOmI. de accrato de sodio 50mat libre de
RNasa. ajustar ¢l pH a 7.0 con NaOlH 2N. Agregar 10ml. de EDTA 0.5mm
pH=8.0 librec dc RNasa. Aforar a 500 ml. con agua bidestilada libre de RNasa.

Esterilizar la solucion por filtracion con a través de un filtro Millipore de

0.2um de poro » guardar a temperatura ambicnte protegido de 1a Juz.

SX Ameniguador A - 300 mat Tris-SQ, pH=9.1, 90 ma1 (NH):SO4 ¥ 5 mas MgaSO..
SX Amontiguador BB : 300 mat Tris-SOs pH=9.1. 90 ma1 (NS0, » 10 mat Mg.SO,

Amoriguador de Carga de Sccucnciacion © Formamida 952 . Nilen-Cianol 0.25 % y Azul de

Bromofenol 0.25 %.

. tor de Ex ion -

NaCl, 10mnm f3-Mercaptoctanol, 1.3% SDS.

100mnAa1 Tris-HICl pi=8.0, 50mm EDTA, 500mm

Amortiguador Mezcla AB : 4 ul de 5X Amortiguador A y 6 ul. de X Amortiguador B. Con

una concentracién final de Mg®® de 0.333 mat.

EGLB (Amortiguador de Carga ¢n Gel de Formaldcehido) : 5026 de Glicerol, EDTA

ImM pH=8.0, Azul de Bromofeno! 0.25% y Xilen Cianol al 0.25%.
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H,O Libre de RNasa: Se agrega 1 ml. de DEPC a 1 L. de¢ Agua Bidestilada y
15 min a 20 Ib? en

desionizada. se agita por toda la noche y» se esteriliza
Autoclave.

Medio LB : 1.0 %6 de Triptona, 0.5 %6 de extracto de levadura y 1.0 % de NaCl a
pH=8.0. Para medio solido agregar 15 g/1. de agar-agar.

Medio SOC : 2 %6 de Trptona, .0.5 2% de extracto de levadura, 10 my NaCl, 2.5 mm KCl,
10 mMt MgClI2, 10 mas MgSO4 v 20 mat de glucosa.

Solucién 1: Glucosa SO0mm, 25 mm Tris-HCly 10 mm EDTA pH=8.0.

Solucién Il : 0.2 n NaOll y 1 26 de SDS.
Solucién Il : 60 % S m KAcO, 11.5 % de Acido Acético Glacial y 28.5 %% de Agua.

Solucion BA 1072 A : Sc disuclven 5.6 mg de N®-benciladenina (P.M. 225.3 g/mol)
con 1 mL de NaOH 0.1 N, y se aforan a 25 mL con Agua bidestilada y
desionizada.

Solucién Control : Se prepara de la misma forma que la BA 10 M pero sin agregar
BA.

Solucién de Imbibicidén : 50 ma Tris-HCl pH=7.6, 50 mM KCI1, 10 mMm MgCl2, 2%
sacarosa, 10 pMm cloramfenicol y BA 10" M o su equivalente de solucién
control segun ¢l tratamiento.

Selucidn de Prehibridacion : 150 mat Nall,PO,, 150 mat.NaHPO,. 7 % SDS, 1 mMm
EDTA pH=8.0.

STE S TE : 10 mM Tris-HCI, | mM EDTA y 100 mm NaCl pH = 8.0.

TAE 50X : 2 M Tris-Acetato y 0.05 M EDTA pH=8.0.
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TAE-LB 6X : TAE 6X, Gliccrol 30 %, Xilen-Cianol 0.25 % y Azul de Bromofenol
0.25 %.

TBE 53X : 0.45 M Tris-Borato y 0.005 M EDTA pH=8.0.
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