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RESUMEN

La germinacién de semillas es un proceso sumamente complejo ya que implica una etapa de
cambio de metabolismo hacia proliferacién y desarrollo, por lo que ha sido interesante su estudio, ya
sea a nivel fisioldgico, bioquimico o genético. Para poder estudiar la germinacion, nuestro grupo ha
utilizado tratamientos que la estimulan, como es la adicion exdgena de citocininas (BA) durante la
imbibicién de ejes embrionarios, o el osmoacondicionamiento (OSMA) de semillas completas. La
informacién obtenida a diferentes niveles ha demostrado que estos tratamientos aceleran la
germinacion; sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales se provoca este efecto no han
sido esclarecidos.

El presente trabajo se basé en el estudio de la dependencia transeripcional de los eventos
metabdlicos modificados por los tratamientos utilizados y constituye la continuacién de varios intentos
por analizar la expresion al nivel de ARNms en la germinacion de semullas de maiz. De los varios
ADNcs incompletos obtenidos, que muestran una probable expresién diferencial del mensaje al que
pertenecen, se dio seguimiento ados: {epsilon) y AA9, los cuales tienen diferente grado de avance en
su analisis.

Fue terminada la secuenciacién del ADNc vy se realizd la comparacidn con diversas bases de
datos de secuencias internacionales, pero se decidié no continuar con el analisis debido a que la
informacién obtenida de las comparaciones, indica que probablemente se relaciona con proteinas de
embriogénesis tardia. Con respecto al ADNc AA9, se presentaron problemas diversos al continuar su
analisis, mismos que obligaron a reiniciar el trabajo experimental, pero se logrd obtener el ADNc
correspondiente probablemente completo. De las comparaciones realizadas con este ADNc, cuya
expresion se ve adelantada durante la aceleracion de la germinacion, no se obtiene informacién que
evidencie la funcién del gen al que pertenece, lo cual se discute.

Se concluye que no es clara la funcién del gen de AA9 y se plantean diversas perspectivas de

trabajo, asi como especulaciones sobre la posible funcion de este gen.




Nuestra inquietud durante estos afios ha sido estudiar la germinacion de semillas de maiz, no solamente

por laimplicacion cientifica que representa, sino también por la implicacién agrondmica/social de su
: g , . : . : :
estudio a un nivel basico, que se podra traducir en posteriores aplicaciones para el mejoramiento de la
planta, por ejemplo nutricionalmente, buscando mejorar el contenido de compuestos nutritivos de la
semilla en su uso para humanos y animales; o agrondmicamente, posiblemente obteniendo una
germinacién mas rapida y eficiente, con mayor vigor, tiempos mas cortos de recoleccion y de
obtencion de grano o permitiendo condiciones de siembra menos exigentes, otorgando con esto a
sectores sociales dependientes de su siembra, mayor accesibilidad a la semilla. Ademas, el maiz hasido
una planta cuya semilla se ha utilizado tradicionalmente desde tiempos prehispanicos y su importancia
’ ’ " -
cultural hace todavia mis interesante su estudio.
A continuacién, se exponen algunas caracteristicas importantes del maiz y de su semilla, que van

a proveer las bases para poder estudiar este modelo bioldgico.

EL MALIZ COMO MODELC DE TRABAJC

La informacién taxondmica es trascendental para el estudio de los organismos, ya que nos sittia
en la eleccion del método a seguir para estudiar determinado modelo. De acuerdo a lo anterior, el maiz
es una planta fanerégama del subtipo de las angiospermas monocotiledoneas que pertenece a la familia
de las gramineas, es integrante de la tribu Maydae especificamente del género Ze; siendo su especie,
mays, la de mayor importancia nutrimental. Como parte importante de las aplicaciones del maiz, se
utiliza el grano como alimento por su alto contenido en carbohidratos que se acerca al 80% en
composicion en forma de almidones, ubicados éstos en el endospermo; por otro lado, posee un bajo
contenido proteico comparando con otros cereales. Ademas, se obtiene aceite de las semillas y la planta
se utiliza como forraje. La semilla de maiz, como muchas otras, posee un contenido en agua bajo, de
aproximadamente 10% lo cual implica que tendra un metabolismo muy reducido (Bewley y Black,

1994; Jugenheimer, 1976).
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Figura 1. Diagrama de semilla de maiz. Principales érganos (Modificado de Bidwell, 1979).

La semilla de maiz presenta diferentes estructuras anatémicas, que se pueden apreciar en la
Figura 1. Eltejido que ser propiamente la planta adulta es el eje embrionario, que se compone por una
raiz rudimentaria, la radicula, la caliptra y la coleorriza, una plimula que se convertira en el tallo y las
hojas de la planta y el coleoptilo, que en el eje embrionario es el sitio donde se une el cotiledén. Cuando
se considera al eje embrionario junto con el cotiledén se le conoce como embrién. A su vez, el
embrién se encuentra rodeado por el endospermo, que como se ha mencionado, en mafz es la fuente
energetica de la semilla por sus reservas en carbohidratos. El pediinculo es el tejido de unién con la

planta madre. Por Gltimo, se considera también la estructura de la cubierta seminal como una de las
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mads importantes, ya que de su composicion y permeabilidad depende la conclusion de la germinacion
con éxito (Bidwell, 1979; Steeves, 1983; Mayer y Poljakoff-Mayber, 1984; Bewley y Black, 19%4).
La pregunta que surge es ¢como se puede llegar a formar un sistema metabolico altamente
complejo, como lo es una planta, partiendo de un sujeto practicamente inerte como lo es una semulla?.
La base de la respuesta a esta pregunta se puede encontrar en la germinacion. El estudio de los
procesos involucrados en la germinacidn de la semilla del maiz se hace, no solamente una pregunta
bdsica muy interesante, sino también una necesidad en paises con alto consumo de esta semilla, ya que
el ciclo de vida de cada planta depende del tiempo y condiciones que tome su inicio a partir de una
semilla, por lo que la culminacién del proceso germinativo sera determinante en el subsecuente

desarrollo de la planta. Pero para poder estudiarla se debe definir y delimitar este proceso inicial.

GERMINACION DE SEMILLAS

El término germinacién ha sido uulizado de muchas formas, en particular de acuerdo al
organismo de estudio, aunque en vegetales tiene como comin denominador la reanudacién de
procesos de desarrollo y crecimiento interrumpidos durante la formacién de la semilla, mediante la
imbibicién o entrada de agua a la semilla, variando el concepto tinicamente en el tiempo de conclusién.
Por ejemplo, para los agrénomos culmina con la emergencia del suelo de la plantula, lo que implicaun
tiempo en el que ya habran ocurrido muluples procesos que habran implicado crecimiento de todas las
estructuras de la plantula; para los fisidlogos vegetales, la germinacién se termina con la elongacién
inicial y protrusion de la radicula, atin cuando para este momento no se han producido divisiones
celulares en este tejido, ya que el primer crecimiento de las células radiculares es por elongacion.

Para nuestros fines de trabajo y tratando de delimitar mas concretamente la germinacidn, en
nuestro grupo consideramos a la germinacion como el proceso que comienza con la entrada de aguaa
la semilla y que culmina con la consumacidn de la primera ronda de divisiones celulares, tomando a la
germinacion como un proceso preparativo para el posterior desarrollo y proliferacién de las celulas en
los tejidos que posteriormente formaran la planta. Nuestra hipétesis de trabajo es: la aparicion de la
capacidad proliferativa celular determina la posibilidad del establecimiento de una plantula.

En realidad, la germinacién consiste en la reanudacion de un nimero muy grande de procesos

metabdlicos y no solamente de aquellos concernientes a los mecanismos proliferativos. Estos procesos

R - . - e e —
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son activados inicialmente por la entrada de agua a la semilla, fendmeno que presenta 3 fases. La fase
inicial (fase I se caracteriza por una entrada rapida de agua de una manera mecanica, produciendo
rupturas en las membranas internas por el cambio estructural de los lipidos en las membranas y, por
ende, escape de solutos al medio; pero al mismo tiempo se empiezan a reestructurar y reparar tanto
membranas como otros componentes celulares, ADN, mitocondrias, ribosomas, y se comienzan a
sintetizar proteinas, a partir de ARNms preexistentes. También se reanudan procesos de respiracién
para la produccién de ATP, al mismo tiempo que se comienzan a sintetizar nuevos ARNms, ARNtsy
ARNIrs (Ching, 1972; Sen et al, 1974; Osborne et al, 1980). En la fase II subsecuente se observa una
reduccién casi total en la entrada de agua a la semilla; durante esta fase disminuyen los procesos
reparativos y se incrementa el nimero de mitocondrias. A partir de este momento las proteinas se
comienzan a sintetizar de los nuevos ARNms. Muchos autores dan por terminada la germinacién al
final de esta fase, ya que es aqui donde se produce la protrusion de la radicula, pero como se ha
comentado previamente, nuestro parametro de término de germinacion es diferente. La fase [II
coincide con una nueva entrada de agua; es hasta esta fase donde se comienzan a movilizar las reservas
de la semilla, en el caso del maiz, carbohidratos en forma de almidén. El comienzo de la replicacion del
ADN (fase S del ciclo celular) se ubica entre las fases Il y ITI (Bewley, 1997; Osborne et 4/, 1980, 1983).

Todos estos procesos deben estar fuertemente regulados, por su importancia en la subsistencia
de la especie. Segiin Bidwell (1979), existen 3 niveles de control de desarrollo y proliferacion, en
cualquier etapa de la vida de una planta, desde la formaci4n de la semilla hasta la culminacién del
crecimiento y desarrollo de la planta adulta. Especificamente, en el imbito germinativo, el primer nivel
llamado genético dependera de la estimulacién de la expresién especifica de genes relacionados con la
reanudacién de actividades metabélicas, proliferativas y de desarrollo. De la misma manera, el control a
nivel de tejidos que en general comprende la modificacion del desarrollo por medio de la sintesis o
degradacién de hormonas vegetales, puede activar o desactivar programas de desarrollo y
diferenciacion, tanto en una accidn individual, como en una accién conjunta o modificada al conjugarse
con otras sustancias celulares (Sembdner et /, 1994). El dltimo nivel de control es independiente de la
semilla, pero produce una respuesta de ésta; se trata de todas las condiciones ambientales que conducen
a la conclusion de la germinacién, como la luz disponible, humedad y pH del medic, disponibilidad de

nutrientes, etc. Si estos controles fallan, la semilla puede morir 6 entrar en un estado llamado

ARt .
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dormancia; es decir, no terminara la germinacidn sino hasta que encuentre las condiciones optimas para

concluirla (Bewley, 1997).

MODELO A SEGUIR: ACELERACION DE LA GERMINACION

Una vez delimitadas las bases conocidas del proceso germinativo, tenemos que definir el método
a utilizar para estudiarlo, no como un sistema descriptivo aislado, sino como un sistema que produce
un cambio de actividad metabolica muy fuerte y debe tener funciones que no proseguiran activas en la
planta adulta. De esta forma, ¢cémo se pueden delimitar los procesos de mantenimiento celular a nivel
general y los procesos especificos de la germinacion, que activan el metabolismo germinativo partiendo
de un estado quiescente? Esta pregunta se tratd de responder utilizando los que se han llamado
modelos de aceleracién o de estimulacién de la germinacidn; es decir, producir artificialmente una
modificacién en el proceso germinativo, para comparar los procesos moleculares entre una
germinacion acelerada y una sin acelerar, obteniendo de esta forma a un mismo tiempo de germinacién
diferencias metabdlicas a cualquier nivel de control de desarrollo entre las semillas aceleradas y las no
aceleradas, y por ende, indicios de la regulacion propia de la germinacién. En un comienzo, estos
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tratamientos de aceleracion solamente se habian caracterizado fenotipicamente mediante la observacion
de una reduccidén en los tiempos de germinacidén o del enverdecimiento de tallos, es decir,
aparentemente se aceleraba la germinacién. Actualmente, se cuenta con més datos que fueron
obtenidos tanto por nuestro grupo como por otros, sobre los cambios en el metabolismo que son
inducidos por estos tratamientos.

Se utilizaron 2 técnicas para lograr la aceleracién de la germinacion, que aunque pueden tener

: s e, - : .
otro tipo de enfoque fisiolgico o bioquimico, inicamente se utilizaron para producir una modificacién
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metabdlica por la aceleracion del proceso germinativo: mediante el previo osmoacondicionamiento de

semillas o mediante el uso de citocininas en la imbibicion de ejes embrionarios de maiz.

Osmoacondicionamiento (OSMA).

El osmoacondicionamiento (OSMA) consiste en una preimbibicién de la semilla completa en
una sustancia altamente higroscopica, como lo es el polietilén-glicol (PEG}, de tal forma que deje entrar

solamente una determinada cantidad de agua, permitiendo con esto que la germinacién comience, mis
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no que concluya. Una semilla osmoacondicionada sera aquella que no presente protrusién radicular y
en la cual la germinacién posterior al OSMA (GPO) sea mas rapida y sincronica que la germinacién
normal. Las semillas en proceso de OSMA pueden sintetizar proteinas y acidos nucleicos; sin embargo,
no se presentan indicios de division celular, ya que no tienen el compromiso del avance en la
germinacién por la cantidad limitada de agua.

En nuestro grupo de trabajo se ha determinado que las semillas de maiz durante el traramiento
de OSMA no presentan replicacion de ADN ni se observan figuras mitéticas (Cruz-Gareia et al, 1995);
resultados semejantes se han observado en poro (Allium porrum; Ashraf y Bray, 1993). Por otro lado,
una cierta acttvidad replicativa se ha determinado durante el OSMA en semillas de jitomate o de
pimienta (Bino et a/, 1992; Lantieri ez al, 1993), sugiriendo esto que la ocurrencia o no de la replicacién
de ADN durante el OSMA es especie-dependiente (Cruz-Garcia, 1997), No obstante no existe divisién
celular.

En nuestro grupo se ha especulado sobre el mecanismo por medio del cual el OSMA adelanta la
germinacion; de esta forma, se ha determinado en general que procesos de reparacién tanto organelar
como molecular, asi como la reactivacion metabdlica, se adelantan € incrementan (Cruz-Garcia, 1997;
Zifuga-Aguilar, 1998); se desconoce sin embargo, si existe alguna expresién génica diferencial que sea

L e
germinacion especifica.

Citocininas.

Las citocininas son una clase de hormonas vegetales o fitorreguladores, que como su nombre
indica promueven la citocinesis o divisién celular. Debido a su estructura ha sido relativamente facil
sintetizar analogos funcionales a las sustancias naturales encontradas, que algunas veces pueden tener
varios efectos aun en un solo tejido (Sujatha y Reddy, 1998). Se utilizan mucho en cultivo de tejidos
vegetales, pero se ha demostrado que posiblemente sean multifuncionales y que participen en diversos
procesos; por ejemplo, inducen la formacién de cloroplastos y regulan la senescencia (Bidwell, 1989;
Wingler et al, 1998; Gan y Amasino, 1996), participan en regulacion nutricional y por luz (Sano y
Youssefian, 1994), activan origenes de replicacién (Houssa et 4/, 1990), inducen proteinas relacionadas
con fitopatogénesis {Carpin et 4/, 1998), aumentan la resistencia de las plantas a diversas formas de

estrés (Kaminek, 1992), regulan la expresién genética tanto a nivel transcripcional como traduccional
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(Schmiilling et af, 1997) y participan en la formacién de 6rganos (Subramaniam et 2/, 1994), entre otros
procesos. Ademds, como se ha demostrado que los fitorreguladores pueden actuar conjuntamente
(Sembdener et af, 1994), se ha determinado la participacidn de las citocininas con auxinas en procesos
de desarrollo (Coenen y Lomax, 1998), o con el etileno en su biosintesis y sus efectos fisiolégicos
(Vogel et al, 1998a, 1998b).

En el laboratorio hemos demostrado que las citocininas provocan un enverdecimiento mas
rapido durante la imbibicion de ejes embrionarios. Durante la germinacion, las citocininas promueven
la sintesis reparativa de ADN nuclear (Zarain ez 4/, 1987), estimulan la actividad de ADN polimerasas
(Vazquez-Ramos y Reyes, 1990) en particular aquellas enzimas de tipo replicativo (Gomez-Roug, 1999),
incrementan hasta por 3 veces el indice mitdtico celular (Reyes et af 1991), estimulan la actividad de
enzimas indicadoras de fosforilacion y de reparacion (Zofiiga-Aguilar et 4/, 1995) y estimulan proteinas
putativamente reguladoras del ciclo celular en ejes embrionarios de maiz, sugiriendo un adelanto en el
ciclo celular por acortamiento de las fases G1 y S (Cruz-Garcia et al, 1998).

Su mecanismo de accién no es muy claro; en varios casos solamente se tienen ideas sobre su
papel regulatorio por induccidn o represidn de genes cuya funcion se conoce (Downes y Crowell, 1998;
Fang y Hirsch, 1998; Yu et af, 1998) y en genes cuya funcién permanece por determinar (Teramoto et al,
1994, 1996; Iwahara et /, 1998; Zufuga-Aguilar et a/, 1995). Se sabe desde hace algiin tiempo que existen
proteinas de unién a citocininas (CBP) para las cuales no se ha establecido un papel claro (Moore,
1989; Binns, 1994), aunque se les ha considerado como probables receptores de citocininas (Gonneau
et al, 1998; Kulaeva et af, 1998). Como resultado de los trabajos mas completos, se han propuesto 2
sistemas de receptores putativos de citocininas en plantas: el primero, como un andlogo a un sistema de
2 componentes bacteriano (Chang y Stewart, 1998} con un receptor putativo (CKI1, Kakimoto 1996,
1998a, 1998b) y reguladores de respuesta (IBC6, IBC7, Brandstatter y Kieber, 1998; ZmCipl,
Sakakibara, 1998); el segundo, como un sistema de receptores acoplado a proteinas G (GCRI,
Plakydou-Dymock, 1998). El tener al menos 2 tipos de receptores asociados a la accién de las
citocininas coincide con el amplio espectro funcional de las mismas, que seguramente depende de la

especie, el tepdo y la etapa de desarrollo de la planta (Estelle, 1998).
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ANTECEDENTES INMEDIATOS

Los dos mecanismos de aceleracién de la germinacion, el OSMA vy la adicion exdgena de
citocininas, aparentemente sincronizan las células del eje embrionario en la fase G1 del ciclo celular, de
tal forma que posiblemente lo hagan por los mismos mecanismos moleculares; de esta forma, nuestro
grupo ha estudiado este fenémeno tanto con un enfoque deductivo, a traves del estudio de proteinas
especificas de ciclo celular durante la germinacién (Cruz-Garcia, 1997; Ziiiiga-Aguilar, 1998), como
con un enfoque inductivo, por la busqueda e identificacidn de genes cuya expresién sea modificada por
la aceleracién de la germinacion (Gomez-Gutiérrez, 1997; Cruz-Garcia, 1997; ZifiigaAguilar et af, 1995,
1998). Se ha determinado que la aceleracién de la germinacién por citocininas es dependiente de la
transcripcién, ya que con la adicién de inhibidores de ésta ultima, no se producen los efectos
observados (Zifiiga-Aguilar et al., 1995). Debido a lo anterior, se realizé un analisis de ARNms
presentes a tiempos determinados durante la germinaciéon acelerada, tanto por OSMA (Cruz-Garcia,
1997) como por citocininas (BA) (Gomez-Gutiérrez, 1997; Zafiiga-Aguilar, 1998), comparandola
contra la germinacion normal, mediante hibridacién substractiva o utilizando desplegados diferenciales
en geles de secuenciacion (“mRINA-Differential Display”, Liang y Pardee, 1992).

La técnica que mejores resultados nos ha dado fue la Gltima, “mRNA-Differential Display”, ya
que se lograron aislar varios ADNcs de cada tratamiento a diferentes tiempos de germinacién,
provenientes de ARNms cuya expresién se modificaba putativafnente por la aceleracion de la
germinacién; pero debido a que la técnica es muy sensible al detectar diferencias de expresion, por
minimas que sean éstas, dada la amplificacién del ADNc por PCR, no fue posible confirmar la
expresion de muchos de estos ADNcs por ensayos de hibridacién en Northern blot de ARN total.

De los varios ADNcs que fueron obtenidos a partir del “mRNA-Differential-Display”,
nicamente dos fueron analizados para el presente trabajo: uno llamado epsilon () y otro llamado
AA9.

El ADNc fue aislado de muestras de 5 horas de germinacién estimulada con citocininas,
presentando un comportamiento de disminuci6n en su expresién en comparacién con la germinacién
normal (Gémez-Gutiérrez, 1997), lo que probablemente indicaba que se trataba de una funcién propia

de la embriogénesis tardia.
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Por otro lado, el ADNc con el cual se ha tenido un mayor avance es el llamado AA9, que fue
obtenido de muestras de 24 horas de GPO (germinacidn posterior al osmoacondicionamiento) y en
este caso la expresion del mensajero correspondiente fue confirmada por ensayos tipo Northern blot.
Se observé que su expresién se adelanta al estimular la germinacién, ya que durante la germinacién
normal aparece hasta las 24 horas y en la GPO aparece desde las 10-15 horas. El tamafio aproximado
del mensajero correspondiente es de aproximadamente 2 kb y se ha detetrminado que demas de
expresarse durante la germinacién, tambien se expresa en raiz pero no en tallo ni en hoja de plantula de
maiz. El ADNc de AA9, correspondiente a un fragmento de 682 pb, fue secuenciado sin poder
determinar un marco definido de lectura de codificacién de aminoacido. Las comparaciones realizadas
en bases de datos internacionales mostraron alta identidad con una clona de secuencias marcadoras de
expresion (EST) en Arabidopsis thaliana (Cruz-Garcia, 1997). Ast mismo, se determind que en el
tratamiento de estimulacién de la germinacién con BA, su mensaje se expresaba desde las 6 horas de

imbibicidn, horas antes que en la imbibicién normal (Zufiiga-Aguilar, 1998).
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PROPOSITO PRINCIPAL

Identificar la funcién del producto codificado por el gen AA9 y epsilon.

HIPOTESIS

La hipotesis que se trabajé fue:

“Realizando comparaciones al nivel de secuencias de ADNc y de la proteina
tedrica con una base de datos internacional, seri posible determinar indicios de la
funcién de las proteinas de los transcritos correspondientes a los ADNcs epsilon y
AA9”
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OBJETIVOS

Dado lo anterior la presente tesis tiene como objetivos:

GENERAL

v' Aportar datos bioinformaticos sobre la posible funcién de las expresiones proteicas de los

transcritos de ADNc epsilon y AA9.

PARTICULARES

Secuenciar completamente los ADNcs obtenidos, epsilon y AA9.
Comparar las respectivas secuencias con bases de datos internacionales.

Determinar, utilizando su secuencia, la posible funcién durante la germinacién de maiz.

ANEENEENERN

Determinar la expresion del ARNm correspondiente al ADNc AA9 de una manera mas

especifica durante la estimulacién de la germinacién de maiz.




Partiendo de los ADNecs previamente obtenidos por los ensayos de “mRINA-Differential

Display”, especificamente epsilon y AA9, se continué la bisqueda de la funcién de la protefna para la
que codifica el mensaje al que pertenece cada uno de estos ADNcs, mediante la comparacién de la
secuencia de nucledtidos, la determinacion del marco de lectura abierto y el andlisis de la secuencia de
proteina tedrica.

En el caso de epsilon se termin su analisis con la secuenciacién completa del ADNc obtenido.
Debido a que la identidad y similitud encontrada en las comparaciones con bases de secuencias, tanto a
nivel mensaje como a nivel de proteina tedrica, fueron de poco interés para el grupo de investigacién,
por lo que no se realizb ningin trabajo adicional con esta secuencia.

En el caso de AA9, debido a que el ADNc que se tenia estaba incompleto, se busco el ADNc
completo para determinar su marco de lectura abierto. Para este fin, primero se utilizaron escrutinios
del banco de ADNc con los que ya se contaba, pero con su aislamiento, secuenciacién y el analisis de
tipo Southern blot se determiné que se contaba mas bien con clonas genémicas con las cuales se
realiz6 un nuevo escrutinio del banco original de ADN.

Se aislé el ADNc completo y se secuencid. La secuencia se analizé comparindola con bases de
datos de transcritos de proteinas conocidas, determinando asi el marco de lectura abierto, la proteina
teorica para la que codifica y las propiedades tedricas propias de la proteina codificada.

Se realiz6 un nuevo ensayo de hibridacién en ARN total para confirmar que el nuevo ADNc de
1407 pb pertenece al mismo transcrito y tiene el mismo comportamiento que el presentado con la

sonda utilizada para el escrutinio, AA9 de 682 pb.
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MATERIALESY METODOS

A continuacién se enumeran los materiales y equipo utilizados en la realizacion de la presente
tesis. Se obvian materiales comunes existentes en laboratorios de investigacion. Los componentes de

medios y soluciones se detallan en el apéndice.

MATERIAL

Biolégico
Semilla de maiz Zea mays L. var. Chalquefio.

Bacteria Escherichia coli cepaInv o F' y cepa Y1090.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado reactivo analitico o grado “biologia molecular”,
salvo los casos en que se especifique otra cosa.

Las enzimas Bam HI, Eco Rl, Hind IlI, Sst1, Sac 1, transcriptasa reversa recombinante
(SuperScript IT), RNasa libre de DNasa, polimerasa de ADN termoestable (7ag); asi como el dATP, el
dGTP, el dCTP y el dTTP, se adquirieron de Gibco-BRL o Béehringer Mannheim (Roche).

La acrilamida, la agarosa, el citrato de sodio, la escalera de masas moleculares de ADN (DNA
Mass Ladder), la escalera de tamafios moleculares de ADN de 100pb, el extracto de levadura, el medio
LB, el medio LB sélido, la metilén bis-acrilamida, el MOPS, el sistema de purificacién de plismido en
minipreparaciones (CONCERT™), la peptona, el tris base, la urea y la solucién de extraccion de ARN
de un solo paso (TRIzol®), se adquirieron de GIBCO-BRL Life Technologies Inc.

El Alcohol 1soamilico, el 4cido tricloroacético, el alcohol isopropilico, el cloroformo, el acido
acético glacial, el acetato de potasio, el acetato de sodio, el etanol absoluto, el icido etilén-diamino-

tetra-acético, el 4cido sulfirico, el acido clorhidrico, el cloruro de potasio, el cloruro de magnesio, el
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fosfato mono-hidrogenado de sodio, el cloruro de sodio, el fosfato di-hidrogenado de sodio, el fenol, el
hidréxido de sodio y la sacarosa, se adquirieron de J.T. Baker 6 MERCK.

El B-mercaptoetanol, la BA, el EtBr, el glioxal, el cloranfenicol y el DEPC, se adquirieron de
SIGMA-ALDRICH Chemicals.

El sistema de marcaje radiactivo por cebador aleatorio (Random Primer), la["H}- Timidina y el
a[*P}dCTP se adquirieron de NEN®-Dupont.

El of*P}ddATP, el a[*P}ddCTP, el o[’P}ddGTP, el of*’P}ddTTP, el sistema de
secuenciacién por PCR utilizando terminadores (Thermo Sequenase), el sephadex G-40 y el sephadex
G-50, se adquirieron de Amersham Pharmacia Biotech.

LLa agarosa, el fenol equilibrado a pH=7.5, la Red-Gal, el X-Gal, se obtuvieron de Research
Organics.

El paquete de purificacion de fragmentos de PCR por gel de agarosa (GEN CLEAN), se

adquiri6é de Promega.

La seda miracloth, las cajas petri de plastico estériles, las navajas, el papel filtro 3MM y el
parafilm, se adquirieron de casas comerciales locales.

La pelicula fotografica y las membranas de nylon cargadas positivamente, se adquirieron de
Amersham Pharmacia Biotech.

Los microtubos tipo eppendorf y las puntas de plastico para micropipeta, se adquirieron de
RAININ Instrument Co.

Los tubos de 0.5 mL de pared delgada para ensayos de PCR fueron obtenidos de Axygen Inc..

Equipo

Laautoclave, el vortex, el horno seco y el politrén, de marca ADEA; las micropipetas, de marca
RAININ Instrument Co.; la centrifuga de velocidad media y la microcentrifuga, de marca Sorvall-
Dupont; los aparatos de electroforesis vertical, los aparatos de electrofordeis horizontal, las fuentde de
poder y el secador de gelde, de marca GIBCO-BRL Life Technologide, Inc.; el horno de hibridacién,
de marca LabNet; el transiluminador de luz U.V., de marca UVP Inc.; el termociclador de marca Perkin

Elmer; el horno de entrecruzamiento por luz U.V., de marca Spectronics Corp.; la incubadora digital,
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de marca Thermoline; la incubadora 25°C cristal liquido, de marca Lab-Line; contador de centelleo para

viales, de marca Beckman; la campana de flujo laminar horizontal, de marca NuAuire.

METODOS

Métodos Basicos
Obtenidos de trabajo previo de nuestro laboratorio y los métodos generales de biologta

molecular de Sambrook et al 1989.

Todos los amortiguadores y soluciones se detallan en la seccion de apéndice.

Obtencidn de Ejes Embrionarios de Maiz.
Utilizando una navaja afilada se disecé6 manualmente el eje embrionario de semillas de maiz,
separandolo casi en su totalidad del resto del embridn, procurando no dafiar la estructura del eje. Se

utilizé inmediatamente & bien se almacend a 4°C en un desecador hasta su empleo.

Imbibicién de Ejes Embrionarios de Maiz con o sin BA.

Se desinfectaron los ejes embrionarios utilizando hipoclorito de sodio 0.5% por 1 min,
enjuagando con agua estéril bidestilada/desionizada por 3-4 veces, dejandose secar completamente al
aire estéril de la campana de flujo laminar. En cajas petri estériles se colocé papel filtro y se agregé
suficiente solucion de imbibicién con o sin BA para saturar el papel filtro. Se colocaron los ejes
embrionarios tomando como el tiempo de inicio de la imbibicién el término de la colocacién de los
ejes en el papel filtro. Se tapd y sell6 cada caja petri con parafilm, incubando a 25°C en oscuridad, por

el tiempo deseado.

Prueba de Estimulacién de la sintesis de ADN por BA en Ejes Embrionarios de Maiz.

Se imbibieron 3 series de 10 ejes embrionarios con solucién de imbibicién con BA (10*M) y 3
series de 10 ejes embrionarios con solucion de imbibicion sin BA por 24 horas, adicionando en todos
los casos 20 uCi/mL de ["H}timidina. Al terminar este tiempo se elimind la solucién de imbibicién
residual lavando, por cada 10 ejes embrionarios, con 5 mL de citrato de sodio 5% estéril, separandose

como material radiactivo. Se agregaron 2 mL de SAL por cada 10 ejes embrionarios, homogeneizando
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perfectamente en un politrén utilizando el vastago adecuado, procurando que no quedaran residuos de

ejes embrionarios.

Las macromoléculas se precipitaron con 1 mL de TCA al 20% por cada 2 mL de homogenado,
reposando en hieio por 15min. Se fileré al vacio, lavande con 10mL de TCA al 10%, después con
10mL de TCA 5% y, finalmente, con 10 mL de etanol grado industrial, dejando evaporar casi a
sequedad. Los filtros se terminaron de secar en un horno a 54°C por 30min-1hora. Se agregaron 2 mL

de solucidn de centelleo por cada filtro a un frasco vial leyéndose las c.p.m. por 1 min.

Cuantificacion de ARN y ADN: Método espectrofotométrico.
Se utiliz6 cuando se esperaba una concentracion mayor a 150 ng/ L. Se midié la absorbencia de
1 pL de ARN o ADN a cuantificar en una celda de cuarzo de 1 mL a 260 nm de longitud de onda,
aforando al volumen de la celda con agua bidestilada. Se corrigieron las lecturas tomadas restando las
lecturas de los blancos, que se habian tomado previamente, tomando en cuenta que 40 ug/mL de
RNA =1U.A. 2260 nm y 50 pug/mL de ADN = 1 U.A. 2260 nm. Con estos datos se determiné la
concentracion en pg/mL de ARN o de ADN en la muestra original. Para verificar su pureza se midié

la absorbencia a 280 nm y se calculé la relacidn U. A ,/U. Ay, verificando que esta estuviera entre 1.9

y 2.0.

Cuantificacion de ADN: Método electroforético.

Se utilizd cuando se esperaba una concentracién menor a 150 ng/ulL. Se agregd 1 uL de la
escalera de masas moleculares de ADN (“DNA Mass Ladder”, 2 uL de esta mezcla tienen ADN de:
2000 pb (100 ng), 1200 pb (60 ng), 800 pb (40 ng), 400 pb (20 ng), 200 pb (10 ng} y 100 pb (5 ng),
(Gibco-BRL, 1999)) y 1 uL del ADN acuantificar con amortiguador de carga para ADN, en un gel de
agarosa al 1% con amortiguador TAE 1X y se someti6 a una diferencia de potencial de 83 V hasta que
el colorante azul de bromofenol estuvo aproximadamente a 1 em del final del gel. Se visualizé el gel en
un transiluminador de luz U.V. y se obtuvo la concentracién del ADN a cuantificar por comparacién

visual con la tabla provista por el fabricante.
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Corte de ADN con enzimas de restriccion.

Aproximadamente por cada 100 ng de ADN resuspendidos en 8 uL totales, se agrego como
méximo 1 pL (10 U) de la enzima de restriccion a utilizar y 1 pl. del amortiguador respectivo,
obteniendo como volumen final 10 uL. Se incubé a 37 °C por al menos 4 horas 6 toda la noche si la
enzima tenia suficiente estabilidad. En el caso de una doble restriccién, cuando el amortiguador servia
para ambas enzimas, se disminuy a la mitad la cantidad de enzima, es decir, se agrego como maximo
0.5 uL (5 U) de cada una de las enzimas. Si se daba el caso de la ausencia de corte, se disminuia la
concentracion del ADN diluyendolo con agua estéril y ajustandolo a 8 pL como volumen total de

ADN.

Marcaje de sondas radiactivas por cebador aleatorio (“Random primer”).
Se desnaturalizaron de 30-50 ng del ADN de doble cadena a marcar, incubandose a 100 °C por 5

min. Se enfrié en hielo 5 min. Se agregaron 6 uL de amortiguador de reaccidon con los cebadores, 6 pl.
de INTPs menos dCTP, ~30 uCi de [«-"P]dCTP, agua hasta los 30 L y 1 pL del fragmento Klenow
dela ADN pollde £. coli. Se incubé por 2 ha 37 °C o durante toda la noche. Se adicionaron 8 puL. de
Na,-EDTA 250 mM pH=8.0y 160 plL. de STE, se purificd pasando la mezcla de reaccién por una

columna de sephadex G-50, utilizandose directamente para hibridacién.

Para medir la incorporacion del is6topo radiactivo al nuevo ADNc marcado radiactivamente, se
tomd 1 pL de la reacciédn antes de purificarla y 1 pL de la reaccién de purificacidn, comparandose la

cantidad de marca radiactiva antes y después de la reaccidn de sintesis de la sonda

Purificacién de ADN por columna de sephadex G-50.

La columna de purificacion se empaquetd lentamente en una jeringa de 1 mL con la resina
sephadex G-50 equilibrada en STE pH=7.0, centrifugandolaa 1600 xg/ 5 min /T A, hasta completar
1 mL. Se lavo 4 veces con 100 uL de STE pH =8.0. Se agrego la reaccidn a purtficar y se dio un tltimo
ciclo de centrifugacién a la misma velocidad y temperatura, recolectindose la sonda marcada en un

tubo de 1.5 mL
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Extraccién de ADN gendémico de ejes embrionarios de maiz.

Se homogeneizaron 20-50 ejes embrionarios con nitrogeno liquido en un mortero hasta dejar un
polvo fino. Se agregaron 20 mL de amortiguador de extraccion y se incubd a 65 °C por 10 min. Se
adicionaron 6.6 mL de acetato de potasio 5 M, se mezcl6 bien e incubo en hielo 30 min. Se centrifugé a
38600 xg /20 min / 4 °C. Se filtr6 el sobrenadante a través de una tela Miracloth, en un tubo que
contenia 20 mL de 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 estéril de 1.5mlL, se resuspendio en 100 pL de H,O y se traté con RNasa.

Tratamiento de ADN gendmico con RNasa.
Se trataron aproximadamente 100 pg de ADN resuspendido con 200 U de RNasa durante al
menos 30 min a 37 °C. Se precipité de nuevo con 0.1 de volumen de acetato de sodio 3M pH=5.2 y 2
volumenes de etanol, y se dej6 a-20 °C por al menos 30 min para su precipitacién. Se resuspendié en

un volumen conocido.

Extraccion de ARN total de ejes embrionarios de maiz.

Se homogeneizaron perfectamente 10 ejes embrionarios ( ~ 100 mg) en un mortero con 1 mL de
TRIzol®, incubiandose por 10 min a T.A. Inmediatamente, se procedi6 a centrifugar a
15000 xg / 10 min / 4 °C para sedimentar restos celulares. Se tomé el sobrenadante procurando no
llevar ningun resto del sedimento y se le agregaron 0.3 volimenes de cloroformo:alcohol isoamilico
(49:1), se agitd fuertemente en un vdrtex y se centrifugd a 11500 xg / 10 min / 4 °C. Posteriormente, se
transfiri6 la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo mas 500 ;1L de TRIzol®, se incubd de nuevo 10
min.a T.A., se extrajo con 0.3 volumenes de cloroformo:alcohol iscamilico (49:1) y se centrifugd bajo
las mismas condiciones descritas previamente. Se tomé la fase acuosa y se extrajo en un nuevo tubo
con ¥ volumen de cloroformo, centrifugindose en las condiciones descritas y transfiriéndose la fase
acuosa a un nuevo tubo. En este ultimo paso se precipité el ARN con 0.1 volimenes de acetato de
sodio 3 My 2 volimenes de etanol al 100 % 2 -20 °C, mezclando suavemente por inversién del tubo.
Se dej6 reposar 20-30 min a 70 °C, se procedi6 a una centrifugacién de 12000 xg / 10 min / 4 °C, se

tavo la pastilia formada con etanol 70% y se volvid a centrifugar por solamente 5 min, repitiéndose este
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lavado. Se secé al aire la pastilla por aproximadamente 5 min y se reconstituyé en 100-200 pL de agua

libre de RNasa. Se procedid a su cuantificacién.

Tratamiento de ARN total con DNasa 1.
A un wbo de 1.5 mL se le adiciond: 50 pg de ARN total, 20 U de inhibidor de RNasa, 10 U de

DNasa 1 libre de RNasa, 5 uL. de amortiguador de DNasa 10 X y agua libre de RNasa hasta 50 pL. Se
incubé por 45 min a 37 °C. Se aford con agua libre de RNasa a 300 pL y se extrajo con 300 pul de

fenol-cloroformo (5:1). Se centrifugd a 15000 xg / 5 min / T.A. y se transfirio el sobrenadante a un
tubo limpio. Se adicioné 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M, pH=5.2 y 2 voltiimenes de etanol
100 % a -20 °C. Se dejo reposar 30 min a -70 °C y se centrifugd a 15000 xg / 5 min / 4 °C. Se
resuspendié la pastilla en aproximadamente 50 pL de agua libre de RNasa. Se cuantificé de nuevo el
ARN y se precipitd el volumen que se iba a utilizar para resuspender el volumen de carga deseado en

agua libre de RNasa y observar la integridad del ARN en un gel desnaturalizante utilizando glioxal.

Ensayos de hibridacién en Northern blot.

Electroforesis desnaturalizante de ARN: método con glioxal.

Se prepararon las muestras de ARN total de la siguiente forma: se colocé suficiente ARN
(1-5 pg), ajustando su volumen al 18.1 % de una mezcla con 18.1 % glioxal, 53.8 % de dimetilsulféxido
y 10 % de RGRB 1X; en el caso de que los volimenes de las muestras de ARN tuvieran que variar para
tener las mismas cantidades en el gel, se utilizé agua libre de RNasa para completar el porcentaje
marcado, sin excederlo. El volumen de la muestra a cargar dependié del volumen de los pozos del gel
realizado. Se homogeneiz6 la mezcla y se incubo por 1 horaa 50 °C, terminado este tiempo se enfrié
en hielo y se agregd de 2-4 pL de RGLB, quedando lista para ser cargada en el gel.

Durante la incubacién anterior, se elaboré un gel de agarosa al 1.5 %, con agua libre de RNasa en
el cual fueron cargados los ARNs como se indica. Una vez cargadas las muestras en los pozos, se
sometid el gel a electroforesis en una cdmara con FGRB 1X por un tiempo aproximado de 4 horas con
una diferencia de potencial de 90 V. Al finalizar la electroforesis, el gel se tifié con una solucién que
contenia acetato de amonio 0.1 My EtBr 0.1% por 20 min, y se observé en un transiluminador de luz

U.V. para corroborar su correcto corrimiento y calibracién. A continuacién se elimind en su mayorfa el
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EtBr del gel eluyéndolo con 5 voliimenes de agua libre de RNasa por 3-4 veces durante 1-2 horas.

Después de este tratamiento, el ARN del gel se transfirio a una membrana de nylon por elucion capilar

como se esquematiza en la Figura 2.

Northern blot.

Papel 3MM (2) -

NaCl 3Mm
NaOH 3mM
Lauril Sarcosinato 2mM

Papel 3MM (3)

Gel ]
Membrana de Nylon

Papel 3MM (1) ( )

Papel 3MM (4)

R Humedecido
C—— Seco

Papel Absorbente

Figura 2. Diagrama de transferencia de ARN a membrana de nailon

Antes de colocar la membrana de nylon se humedecié en la solucién de transferencia de forma
homogénea para evitar la formacion de burbujas en ella y se colocé sobre el papel 3 MM humedecido
con la misma solucion. Se colocé el gel con los pozos hacia arriba para que la membrana tuviera el
mismo orden de carga que el gel. Se colocaron por encima varias capas de papel 3 MM humedecido,
cuidando que el papel 3 MM fuera del mismo tamafio que el gel y la membrana, salvo los que
estuvieron introducidos en el amortiguador. Se transfirié por 12-24 horas y una vez terminada la
transferencia, se cortd el gel junto con la membrana marcando el sitio de posicién de los pozos. Se
verificé latransferencia completa del ARN ala membrana, incubando el gel en una solucién con EtBr
1 mg/mL y observandose en el transiluminador de U.V.

Se f1j6 el ARN a la membrana de nailon en un horno de entrecruzamiento de luz U.V. a
120,000 pJ/cm’ 2 veces por 30 s.

En ocasiones se observé el ARN en la membrana incubando esta por 1 min con una solucién de
azul de metileno 0.03 % y acetato de sodio 0.3 M y lavindola en varias ocasiones con agua libre de

RNasa.
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Hibridacion y autorradiografia.

Se realizé una prehibridacién colocando la membrana fijada en solucidn de hibridacion e
incub4ndola en un agitador a 60-65 °C por 4-15 horas en el horno de hibridacién. El segmento de
ADN de doble cadena marcado radiactivamente por cebador aleatorio a utilizar como sonda, se
desnaturalizé por 5 min y se enfrié en hielo; se utiliz6 suficiente sonda para tener 10’ c.p.m. por hoja
de membrana de nitrocelulosa (12x14cm). Una vez transcurrido el tiempo de prehibridacion, se
desechd la solucién de hibridacién presente y se agregd nueva solucion atemperada, junto con lasonda
radiactiva desnaturalizada teniendo cuidado de no bajar la temperatura del horno por mucho tiempo.
Se mantuvo en el horno de hibridacidn en rotacién continua a 60-65 °C durante 12-20 horas. Se lavé la
membrana en SSC 0.1 X y SDS 0.5 % (p/v) a 60-65 °C dos veces por 5 min y dos veces por 10 min,
cambiando la solucién de lavado. Se realizd una autoradiografia de lamembrana de nylon, envueltaen

pléstico para que no se secara, estimando el tiempo de exposicion por las c.p.m.

Clonacioén.

Preparacion de células competentes (Inoue et al 1990).

Se propagaron células bacterianas de la cepa de eleccion por una noche en medio LB. Después se
propagd una alicuota en medio SOB a 18 °C hasta una D.O.=0.6 y se incubé en hielo por 10 min. Se
centrifugd a 2500 xg / 10 min / 4 °Cy se resuspendié suavemente el paquete celular en 80 mL de TB a
4 °C. Se repitié la centrifugacidn a las mismas condiciones y se resuspendié el paquete en 20 mL de TB
a4 °C. Se agregd DMSO para tener una concentracion final del 7 %. Se incubé en hielo 10 min y se
almacend a - 70 °C en alicuotas de 50 pL hasta su uso, previo a 1 mes. Estas células tienen una

eficiencia de transformacién de 2 x 10° células transformantes por pg de ADN de plismido.

Ligacién en plasmido.
Se utilizé el plismido pCR™ 2.1 6 el plasmido pBluescript KS (+), para clonar fragmentos de
ADN. Los fragmentos y el plasmido fueron digeridos con la misma enzima de restriccion para poder
ligarse. En el caso de los productos de PCR sin sitios conocidos de restriccién para su ligacion, se

utilizé la reaccién de PCR con menos de 5 horas de realizada para no perder las desoxiadenosinas que




coloca la Tag polimerasa en los extremos hacia 3 del segmento amplificado, utilizadas para la ligacién
en el plaismido disefiado para este fin.

Se colocd la reaccion de ligacién como sigue: 1 uL de amortiguador de ligacidn, 1 pL de T4
DNA ligasa, 25 ng del plasmido, 10-20 ng de ADN a clonar y agua estéril hasta completar 10 uL de la

reaccién. Se incubd a 14 °C por toda la noche y se guardé a 4 °C.

Transformacion en bacterias.

La reaccién de transformacién se realizé de la siguiente manera: a 2 tubos conteniendo cada uno
50 pL de células Inv o F* competentes se les agregd, a cada uno, 2 pL de B-mercaptoetanol 0.5 M,
mezclando suave y cuidadosamente con la punta de la pipeta. Se agregaron respectivamente, 2 uL y 4
pL de la reaccion de ligacidn en cada tubo, agitando de la misma manera y se incubaron por
exactamente 30 min en hielo. Se realizé un choque térmico a 42 °C por exactamente 30 s sin agitar los
tubos y se regresaron a hielo por otros 2 min. Se agregaron 450 pL de medio SOC a temperatura
ambiente y se agitaron los tubos por 1 horaa 37 °C a 225 r.p.m. en un agitador orbital. Se sembraron
200 pl. y 400 L de cada tubo en 2 cajas respectivamente que contenian medio LB con 50 pg/mL de
ampicilina y 50 ug/mL de X-Gal. No se agregd IPTG porque la cepade £. coli Inv F’ no expresa el
represor lac, por lo que no necesita inductor. Se dejé crecer por 24 horas y se realizaron

minipreparaciones de las colonias de bacterias que tuvieran el plasmido (resistentes) con el inserto

(blancas).

Minipreparacién de plasmidos I.

Este tipo de minipreparacién se utilizd para realizar comprobaciones en donde no se necesitara
alta pureza del plismido.

Se tomo una asada de la colonia y se propagé por 12 horas en 2 mL de medio liquido LB con
50 pg/mL de ampicilina. Se tomaron 1.5 mL y se centrifugaron a 4000 xg / 10 min / 4 °C. Se
resuspendié en 200 pL de solucién 1a 4 °C. Se adicionaron 400 L de solucién II a temperatura
ambiente agitando manualmente. Por tltimo, se agregaron 300 pL de solucién Il a 4 °C, se agito por
10's y se dejé en hielo 3.5 min. Se centrifugd a 12000 xg por 5 min a 4 °C y se transfirio el

sobrenadante a un nuevo tubo. Se realizé una extraccién con fenol:cloroformo:alcchol isoamilico
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(25:24:1) y se precipitd con 0.1 volGmenes de acetato de sodio 3 M y 2 volumenes de etanol 100 % a -

20 °C. Se resuspendié en STE pH=8.0 seglin el volumen de la pastilla.

Minipreparacion de plasmidos Il.

Este método se utilizd cuando se necesité plasmido de mayor pureza para poder secuenciar ya
sea manualmente o utilizando un secuenciador automatico.

Se utilizo el sistema CONCERT de GIBCO-BRL para aislamiento de plasmidos de

minipreparaciones con alta pureza. Se siguid el protocolo tal como lo recomienda la casa comercial.

Escrutinio de la biblioteca de ADNc.

Se escrutinio una biblioteca de ADNcs pertenecientes a ARNms aislados de raiz y tallo de

plantula de maiz, clonados en el bacteriéfago con sitios de corte para la enzima de restriccién £co RI

utilizados para la liberacién de inserto del ADNc del ADN del bacteridfago Agt,;.

Preparacién de bacterias hospederas para cultivo en placa (Y1090).

Debtdo al reconocimiento del bacteriéfago por los receptores a maltosa presentes en la bacteria,
se tiene que preparar un cultivo con medio basico y maltosa para la infeccién de los bacteriéfagos. Se
inoculé una colonia de la bacteria hospedera, cepa de E. coli Y1090, en 50 mL de medio de crecimiento
para bacterias hospederas del bacteridfago en un frasco estéril y se propagé toda la noche en agitacién a
30 °C para que existiera sobre-poblacion de las bacterias. Se centrifugaron las células a 2500 xg / 10
min / 4 °C. Se decanté el medio y el paquete celular se resuspendié en aproximadamente 15 mL de
sulfato de magnesio 10 mM sin utilizar el vortex. Se diluyeron las células con sulfato de magnesio 10
mM hasta obtener una D.O.,=0.5. Se uulizaron aproximadamente 600 uL de células con esta densidad
6ptica para plaquear en caja petri de 150 mm de didmetro y 200 uL para cajas petri de 100 mm. No se

utilizaron células propagadas después de 2 dias de la incubacién.

Titulacién de la biblioteca.
Por el tamafio del banco de ADNc de maiz se utilizaron diluciones del bacteriéfago que

dependieron del titulo previo de la biblioteca en el momento del tamizado, para que permitieran
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sondear entre 300,000-400,000 clonas. Se esperaba un titulo del banco del orden de 1x10™-1x10"
pfu/mL, por lo que las diluciones que se manejaron fueron del orden de 1x107. Se realizaron varias
diluciones del banco de ADNCc para poder obtener unidades formadoras de placas que pudiesen ser
contadas. Se adiciond 1 pL de la dilucion de bacteridfagos a 200 pL de células hospederas con
D.O.=0.5y se incubd 15 min a 37 °C para permitir que los bacteriéfagos reconocieran a las bacterias.
Se vertid, en campana de flujo laminar, todo el contenido de la suspensién de bacteriéfagos en cajas
con medio LB atemperadas a 20-25 °C y se adicioné agar suave (45-48 °C, 2.5-3 mL en cajas de 100
mm de diametro y 4-5 mL en cajas de 150 mm de diametro), se agit6 circularmente con suavidad hacia
la derecha, 1zquierda, arriba y abajo, para homogeneizar antes de la solidificacidn del agar. Se incubd a
37°C por 6-8 horas y se contaron las placas para determinar las unidades formadoras de placa por

mililitro (pfu/mL) de la muestra original.

Protocolo de tamizado de la biblioteca.

El primer escrutinio se realizé en cajas petri de 150 mm de didmetro, utilizando bacterias
hospederas preparadas y conociendo el titulo de la biblioteca. Fueron sembradas aproximadamente
50,000 pfu/caja petri con agar NZYDT utilizando 600 uL de células con D.Q.q=0.5y 4-5 mL de agar
suave. Se realizo un total de 8 plaqueos para tamizar aproximadamente 400,000 pfu. Se incubaron a
37 °C por 6-8 horas o toda la noche. Una vez terminada la incubacién, se refrigeré a4 °C por 2 horas
para prevenir que la membrana utilizada se pegara al agar suave. Se colocé un circulo de membrana de
nylon en la caja petri del tamafio de ésta y se marcé picando con una aguja en 3 esquinas de la
membrana, marcando esta posicién en las orillas de la caja petri por afuera con tinta indeleble y se dejo
transferir por 2 min procurando mantener una temperatura baja y en zona de esterilidad. Una vez
terminado el tiempo, se separ6 la membrana del agar con cuidado de no levantarlo y se desnaturalizé
sumergiéndola por 2 min en una solucién 1.5 M de cloruro de sodio y 0.5 M de hidréxido de sodio,
procurando eliminar los residuos de agar. Se neutralizd sumergiéndola por 2 min en una solucién 1.5 M
de cloruro de sodio y 0.5 M de Tris-HCI pH =8.0. Por Gltimo, se enjuagd 30s en una solucién 0.2 M de
Tris-HClpH=8.0y 2X SSC. Se secé en un papel filtro 3MM en la campana de flujo laminar y se fijé

por entrecruzamiento con luz U.V. Se guardaron las cajas de agar a 4 °C para un anlisis posterior.
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Hibridacidn.
Se realizé la prehibridacidn en las membranas con solucion de hibridacién a 66 °C, por 2 horas.
Se utiliz6 el ADNe de doble cadena llamado AA9 de 682 pb marcado radiactivamente por el método
de cebador aleatorio como sonda, agregandose una reaccién de marcaje ya desnaturalizada por cada 2
membranas a hibridar. Se agreg6 aproximadamente 1 mL de solucion de hibridacién atemperada a
66 °C por cada una de las membranas. Se hibrido a 66 °C por 18-20 horas, se lav6 a la misma
temperatura con solucion 0.1 X SSC y 0.1 % SDS, 2 veces por 15 min y 1 vez por 5 min. Se expusieron

las membranas contra una pelicula {otografica.

Segundo vy tercer tamizado.

Las peliculas expuestas del primer escrutinio se utilizaron para realizar el segundo y tercer
escrutinio, alineandolas con la caja respectiva en un transiluminador y se seleccionaron las placas
putativas de hibridacion positiva que tuvieran la sefial mas fuerte, cortando aproximadamente 1 cm’
alrededor de la placa de lisis elegida. Se eluyd la seccién de agar con 1 mL de medio SM y 20 uL de
cloroformo con agitacién fuerte por 1 min. Se centrifugd para sedimentar el cloroformo y el agar
residuales, vertiéndose la fase acuosa a un tubo estéril nuevo con 20 pL de cloroformo. Se utilizé este
nuevo concentrado de bacteriofagos para hacer el segundo escrutinio de la misma forma que el
primero pero en cajas petri de 100 mm de diametro. Una vez teniendo los resultados de este segundo
tamizado se realizé un tercero para aislar la clona de mayor interés. En ocasiones se realizé un cuarto

tamizado para asegurar mas la pureza de [a clona.

Extraccion de ADN de bacteridfago A por el sistema de QIAGEN,
Se aislo ADN del bacteridfago A, a partir del 3° 6 4° escrutinio de la biblioteca de ADNc por
medio del sistema de extraccion de ADN de lisados en placa de QIAGEN. Se sigui6 el protocolo tal

como lo recomienda la casa comercial.

Amplificacién de insertos por PCR
Para la realizacién de un escrutinio rapido de las clonas aisladas en el 3° ¢ 4° escrutinio de ia

biblioteca de ADNL, se realizaron ensayos de amplificacién con los cebadores del bacteriéfago conel




fin de corroborar el tamario del inserto y poder comprobar su hibridacion con la sonda sin extraer
ADN del bacteridfago.

Se prepar6 una caja petri de 150 mm de diametro con agar LB, adicionandole 600 pL de
bacteriéfago incubado con el hospedero especifico (cepa E. coli Y1090) con un titule aproximado de 1
x 10° pfu/mL. Una vez observada laaparicion clara de las placas de lisis, se eluyeron en 5 mL de medio

SM. Se preparé la siguiente reaccion de amplificacion generalmente en una reaccion de 100 pl..

Reactivo: Cantidad (ul)

Amortiguador Tag (10 X) 10.0
MgCl, (15 mmy} 6.0
dNTPs (10 mM) 25
Cebador A,, FORWARD (10 um) 3.0
Cebador A,,; REVERSE (10 um) 30
Eluciéon de Placas 10.0
Taq Polimerasa 1.5
HO 64.0

Se somet10 la reaccidn a 30 ciclos de: 94 °C por 1 min después a 60 °C por 2 min y por tltimo a

72 °C por 2 min , con un tiempo final de 10 min a 72 °C para terminar la extensién.

Secuenciacién

Reaccion de Secuenciacion

Se unilizo el sistema de marcaje radiactivo por PCR utilizando didesoxinucleétidos terminadores
de la reaccién Thermo Sequenase de Amersham Pharmacia Biotech, que utiliza una polimerasa
recombinante termo-resistente. Se sigui6 el método recomendado por la casa comercial con variaciones
de ajuste que se consideran directamente en el manual del sistema. Se disefiaron oligonucleétidos para
funcionar como cebadores en la reaccién de secuenciacién, utilizando el programa Primer Design (ver
apéndice) y se mandaron a sintetizar en Biosynthesis, Inc.

Se utilizé también el servicio de secuenciacién automdtica del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM, ubicado en Cuernavaca, Morelos para realizar las Gitimas secuenciaciones del ADNc aislado.

Tt - T ER - [T HISR N PONETEEHELF Co S X A &l

32



Método de anélisis de las secuencias:

Se realizaron comparaciones de la secuencia contra las bases de datos disponibles con los
programas que utilizan el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) versién 2.0.10,
BLASTN, a nivel de nucleétidos, y BLASTX, que compara la secuencia peptidica de los 6 marcos de
lectura posibles. Este programa tiene un algoritmo de bisqueda de similitudes entre secuencias, utiliza
como unidad fundamental los pares de segmentos de alineamiento de alto puntaje (HSP), analizando la
significancia de las comparaciones entre secuencias de nucledtidos 6 aminoacidos por medio de
ecuaciones estadisticas (Karlin y Altschul, 1990; 1993). Compara secuencias parciales de la secuencia
total hasta llegar al limite de error que se le asigna previamente al programa, considerando identidad,
similitud (solo en secuencias peptidicas), tamafio de la secuencia comparada, tamafio de la secuencia
analizada, saltos dentro del alineamiento, como las principales caracteristicas que daran el Error
Esperado de que la secuencia sometida a analisis sea la secuencia encontrada en la base de datos. Con
base en la experiencia adquirida se buscaron probabilidades de error menores de 0.1 en secuencias
nuclectidicas y menores o alrededor de 1.0 en secuencias peptidicas, para que el alineamiento fuera mas
representativo.

En los casos en que se realizé la busqueda de secuencias consenso de poliadenilacién
pertenecientes al extremo 3” de un ARNm de especies eucariontes, se utilizé el método Hamming-
Clustering (Milanesi et a/, 1996) para deteccion de sefiales de poliadenilacién.

Cuando se realizo la determinacion del marco de lectura de la secuencia se consideraron los 6
marcos posibles de lectura de una secuencia de doble cadena de ADN¢, como se ejemplifican en el

siguiente diagrama:
{nicio del Marco +3
Inicio del Marco +2

Inicio del Marco +1

s—G A T T A C G T A G C G T A C A—
ADNc
—C T A A T G C A TCGCATG T—

T

Inicio del Marco -3
Inicio del Marco -2

Inicio del Marco -1

33




vomer v

Se lee la secuencia de 5°-3" en todos los marcos + y -, pero la direccion en los marcos - con

respecto a la referencia es 3°-5", que por consenso es la cadena superior.

Utilizando el cédigo genético universal, los codones leidos codifican para las siguientes

secuencias peptidicas, segin el ejemplo:
Marco Marco
+1: gat-tac-gta-gcg-tac +2:
Asp-Tyr-vVal-Ala-Tyr
D Y V A Y

Marco Marco
-1: tgt-acg-cta-cgt-aat -2:
Cys-Thr-Leu-Arg-Asn
C T L R N

Marco

att-acg-tag-cgt-aca +3:

Ile-Thr-stop-Arg-Thr
I T - R T

Marco

gta-cgc-tac-gta-atc -3:

Val-Arg-Tyr-Val-Ile
v R Y vV I

tta-cgt-age-gta
Leu-Arg-Ser-Val
L R S v

tac-gct-acg-taa
Tyr-Ala-Thr-stop
Y S T -
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RESULTADOSY ANALISIS

SECUENCIACIONES REALIZADAS:

Epsilon (&)

Como se menciond en la introduccién, epsilon es un ADNc aislado a partir de una reaccién de
RT-PCR utilizando ARN total (“mRNA-Differential Display”), con una expresidn diferencial de
inhibicién aparente ante la estimulacién de ejes embrionarios por BA (Gdmez-Gutiérrez, 1997).

El inserto, con un tamafio de 241 pb, fue secuenciado en su totalidad. La secuencia se presenta
en la Figura 3, producto de la amplificacién del “mRNA-Differential Display” utilizando un
oligonucledtido cebador de anclaje a la cola de poliadenina (5"-TTTTTTTTTTTCC-3") y un
oligonuclebtido cebador como decamero aleatorio (5'-TCTGGCGCAC-3"), sin incluir los sitios de
ligacidn y corte para Eco RI flanqueantes de la secuencia, que son incluidos por el sistema de clonacién

para productos de PCR (Invitrogen, 1995).

57 TCTGGCGCAC accgttggag

37 AGACCGCGTG

agtgcaatct
tcacgttaga

ctttggcettyg
gaaaccgaac

gcggttettg
cgccaagaac

tggcaacctc

cttgctegag
gaacgagctc

cacggagaca
gtgecctetgt

atgegeaagg
tacgegtteco

ggcgggtett
ccgcccagaa

ttccgagece
aaggcteggg

cgtggcgtta
gcaccgcaat

cccataggcet
gggtatccga

gctacgatceg
cgatgctagc

tctgetecta
agacgaggat

gcctcaagga
cggagttcct

gtagctgttc
catcgacaag

gttggecttce
caacecggaag

gtctcatatc
cagagtatag

tectttetget
agaaagacga

ttetgetygGe
aagacgacCC

gcgctgeaty
cgcgacgeac

atctgtcaca
tagacagtgt

tttgaaggtt
aaacttccaa

AADARMRADA B 37
TTTTTTITTT T 5~

Figura 3. Secuencia de ADNc de doble cadena de Epsilon. Nucledtidos en negrita mayiscula (5°-
TCTGGCGCAC3', 5" TTTTTTTTTTTCC3'): Oligonucledtidos urilizados para el
"mRNA-Differential-Display” y para la posterior reamplificacién (Gémez-Gutiérrez, 1997).
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Utilizando el programa BLAST (ver: materiales y métodos, apéndice), en la comparacidn contra
secuencias de los bancos de datos a nivel de nucleotidos en la base de datos EST (Expressed
Sequenced Tags, Genbank), se encontrd una secuencia que producia el menor error esperado de

. - -
epsilon, la cual se muestra a continuacion:

Numero de Acceso: Al734351.1

Descripcion: “Ear tissue cDNA library from Schmidt lab Zea mays cDNA, mRNA sequence”.
ADNCc de Zea mays, biblioteca de ADNc de tejido de mazorca tierna, laboratorio de Schmidt.

Longitud = 556 nucledtidos.

Alineamiento: (]: Existe Identidad, *: No existe identidad, -: Salto)

Epsilon: 41 gttggccttcgcgctgcatgagtgcaatctettgotegagticec-gageectetg 94

FEPEREEER TR E P PR EE > TR T L

AT734351.1: 128 gttggccttegegetgcatgagegecaatetettgettgagttoctgagecctetyg 74

Epsilon: 95 ctectagtctecatatcatetyg 115

RRRARRRNRRRARRRNRRRN

AI734351.1: 73 ctcctegtcectegtatcatctg 53

Identidad = 71 nt / 76 nt (93%).

Cadena Comparada = Epsilon 5°-3 "/ AI734351.1 Complementaria.

Saltos = 1 nt / 76 nt (1%).

Error Esperado = 2x10%,

El ADNc contra el que se compara fue obtenido de una biblioteca de ADNc de ARNm aislado

de mazorca completa de maiz en etapas tempranas de su formacién, especificamente cuando consigue
obtener un tamafio entre 0.5 y 2.0 cm de longitud (Walbot, 2000). Debido a que es un EST, no se ha
determinado ninguna funcién asociadaal ARNm de este ADN, salvo su presencia en el tejido del cual
se aislo.

Como se aprecia, el error esperado es muy bajo, debido a la identidad alta y a que solamente
presenta un salto en la comparacién entre secuencias, aunque cabe mencionar que solamente se
comparan 76 nucle6tidos de la secuencia obtenida de epsilon que tiene 241 pb, por lo que se comparé

tnicamente el 31.54 % de la secuencia obtenida, que realmente es un segmento pequefio. En cuanto a

WY TR S D T P e R LEE ' T
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la secuencia codificante, se observa que el programa comparé principalmente la secuencia marcada en
el banco de EST como complementaria.

Debido a que la comparacidn a nivel de nucleétidos presentd poca informacién sobre la posible
funcién o caracteristicas del ARNm del ADNc epsilon, se buscaron secuencias consenso para sitios de
poliadenilacidn, por la premisa de que por el método de "mRNA-Differential-Display” se aislan los
ADNc de ese extremo (3 '} del ARNm (Liang y Pardee, 1992), sin lograr determinar alguna secuencia
consenso.

Se compararon los 6 posibles marcos de lectura de secuencias peptidicas que presenta este
ADNCc tratando de determinar el marco de lectura correcto de epsilon, pero no se encontré ningiin
marco que fuera confiable, debido a varios codones de detencidn de la traduccion (STOP, en ADNc:
TAG, TAA 6 TGA) existentes en estos marcos, por lo cual se compararon todos los marcos de lectura
de contra traducciones o proteinas secuenciadas.

Las comparaciones con menor error esperado a nivel de traduccion conceptual de epsilon en las
bases de datos de secuencias no redundantes (Traducciones de ARNms, PDB, SwissProt, SPUpdate y
PIR), se obtuvieron en su mayoria con identidad y similitud alta en el marco de lectura -3. Estas
comparaciones se muestran a continuacion, alineando la secuencia comparada contra la del marco -3 de
epsilon:

1) Numero de Acceso: AAA33458.1.

Descripcion : “Late embriogenesis abundant protein”.

Proteina abundante en embriogénests tardia de maiz [ Zea mays), del ADNccon nimero de acceso
M90554, gen Emb5 [Zea mays ].
Longitud = 110 aminoacidos.

Alineamiento: (}: Existe identidad, +: Existe similitud, *: No existe tdentidad ni similitud)

Epsilon: 95 AEGSELEQEIALMQREGQPIVAR 27
| * %] **s e x{xx] ] [ xe]]]
LEA: 2 ASGQESREELARMAEEGQTVVAR 24

Marco de Lectura Comparado = Epsilon -3’ / LEA reportada

Error Esperado = 0.11.
Identidad = 12 aas / 23 aas (52%).

z T - - N LAt pra—ssdsmy— =3
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Similitud = 15 aas / 23 aas (65%).

2) Ntumero de Acceso: CAA41854.

Definicidn: “Abscisic acid-inducible Zez mays”

Inducible por 4cido abscisico Zea mays, del ADNc con nimero de acceso X59138, Z. mays gen
rab28 (Pla et al, 1991).

Longitud = 278 aminoacidos.

Alineamiento: (|: Existe identidad, +: Existe similitud, *: No existe identidad ni similitud)

Epsilon: 233 FPSRRTATAYGPCASRTATFKSRKILEANAT 203

||+*****!**|*|*l!||*+I*+w|****r
Rab28: 30 FPAVSGGLAEKPVARRTATMQSAENLVFGQT 690
Epsilon: 72 CLRASQSVTDDMRLGAEGSELEQEIALMQ 54

******+*I*+*|+|l*|*+****+**+|

Rab28: 66 AAAMQSAATTNERMGAVGHDQATDATAVQ 94

Marco de Lectura Comparado = Epsilon -3’/ Rab28 reportado

Error Esperado = 1.3.
Identidad = 18 aas / 60 aas (30%).
Similitud = 27 aas / 60 aas (45%).

Saltos en Secuencia = 5 saltos / 60 aas (8%).

Las dos proteinas contra las que se compara epsilon pertenecen a la familia de las proteinas
abundantes en embriogénesis tardia, LEA (Late Embryogenesis Abundant), las cuales se asoctan con el
final de la maduracién de la semilla y, en especifico, que disminuyen en cantidad y expresién durante la
germinacion, lo cual podria explicar el comportamiento de disminucién de la cantidad del ARNm del
ADNec epsilon durante la germinacién. Por otro lado, el tamafio de la secuencia comparada, que es
pequefio, y el error esperado, que es alto, nos sugieren que las identidades y similitudes presentadas,
pueden ser solamente regiones de proteinas que se relacionan estructuralmente, o que son regiones de
conservacion entre proteinas relacionadas y no precisamente en la funcién de la proteina completa.

Por estos resultados y dado que nuestro interés es encontrar funciones que pudiesen ayudar a
determinar los mecanismos moleculares que definen el inicio de la germinacién, este ADNc no fue

estudiado mds.
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Como se comentd en la introduccidn, al inicio de la presente tesis se contaba con un ADNc
obtenido por “mRINA-Differential-Display” de ARN total de semilla de 24 horas de GPO, que
mostraba un aumento en su expresién durante la GPO, en comparacién con su conducta durante la
germinacién normal (Cruz-Garcia, 1997). Ademis, se determinaron identidades altas del ADNccon
secuencias de ADNc de arroz en bancos de EST y también de las proteinas conceptuales de los 6
marcos de lectura producidos por este ADNc, con una proteina de traduccion conceptual de
Arabidopsis thaliana.

Debido a que se tenian algunas dudas con respecto a la secuencia, ya que no presentaba marcos
de lectura claros y bien definidos para el andlisis a nivel traduccional con la proteina conceptual, se
realizé una secuenciacién manual mas minuciosa de este ATDNc. Cabe mencionar, como caracteristica
especifica de este ADNc, que desde los ensayos de “mRINA-Differential Display”, de donde fue aislado
(Cruz-Garcia, 1997), fue amplificado utilizando un solo oligonucleétido como cebador para los ensayos
de PCR, que fue un decamero aleatorio con una Tm de alineamiento baja (32 °C) y que por lo tanto
puede producir alineamientos inespecificos.

Este resultado se presenta en la Figura 4 en la que se compara la nueva secuenciacién con la
secuencia que se habia obtenido previamente, en donde se indican los sitios de variacién en la
secuencia, los que fueron solamente sitios de ausencta o presencia de nucleétidos, en comparacién con
la secuencia anterior. Asi mismo se muestra la secuencia completa del decimero aleatorio utilizado
como cebador.

Se determind una secuencia de 682 pb, que presenta una variacién muy pequefia con respecto a
la secuencia inicial (11/682, 1.61 %), y aunque se corrigieron estas omisiones y adiciones encontradas
en la secuencia original, la secuencia permanecia sin presentar marcos de lectura claros y definidos.

Por el interés que despertd este ADNc, con respecto a los datos de expresién e identidad o
similitud con los bancos de secuencias, se dedico una buena parte del tiempo experimental en aislar el

ADNc completo de una biblioteca de ADNc de maiz.
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ARIC
AASN

AR90
AAON

AASO
AASN

AASO
ANSN

Ah9C
AASN

AASO
AAON

ARSCO
ARIYN

AABO
AASN

Figura 4. Comparacién entre AA9 previa {O} y AA9 vuelta a secuenciar {N), bases diferentes en la secuencia comparada (negritas), bases ausentes en la secuencia

1 15
- -CTTGCGGAARCTAC
GICTTGCGGARCTAC

91 105
TGTTGGCAGGCCTAL
TGTTGGCAGGCCTAC

181 195
ATTTCTTGCTTGCAAR
ATTTCTTGCTC---A

271 285
TGGCTGCCAGRACCC
TGGCTGCCAGAACCC

361 375
TCAGCCCCTTGTACA
TCAGCCC-TTGTACA

451 465
AATCACTATCACRAA
AATCACTATCACAAA

541 555
GTTCAGCTTCAACTA
GTTCAGCTTCAACTA

631 €645
GCTGATGCAAGCCGG
GCTGATGCAAGCCGG

ERTEC S ST . & S

16 30
CAATAAAACTGTTAA
CAATAAAACTGTTAA

106 120
GAAGTTTTTCACCGC
GAAGTTTTTCACCGC

196 210
GARGGCTCCATCCTG
GARGGCTCCATCCTG

286 300
AAGTGGGTCAAACTG
AAGTGGGTCARACTG

376 390
ATGCACTTCCCACAT
ATGCACTTCCCACAT

466 480
CTTCAACTTCCGCAT
CTTCAACTTCCGCAT

556 570
CAAACCACTTACTCC
CAAACCACTTACTCC

646 660
CADACTTGGGAATGT
CAAACTTGGGAATGT

i1 45
GGTACCAAGGAACTT
GGTACCAAGGAACTT

121 135
GGACGGGCGCAGGGC
GGACGGGCGCAGGGT

211 225
CTGTGTATCTCTCTC
CTGTGTATCTCTCTC

301 31s
TGTGAATGAGGATTC
TGTGAATGAGGATTC

391 405
GTGCCCGATAAGAAT
GTGCCCGATAAGAAT

481 495
GAATTA-~ACGCAGTG
GAATTACACGCAGTG

571 585
ATATGGTGGTGGCAT
ATATGGTGGTGGCAT

661 675
GCAATCAGAGCAGCT
GCAATCAGAGCTGCT

46 60
CACTCTTAAGACTCC
CACTCTTAAGACTCC

136 150
ARCCCAAGCTCTAAT
AACCCAAGCTCTARAT

226 240
ATCGTTTTATAATGA
ATCGTTTTATAATGA

316 330
ACCTAATCTACAAGC
ACCTAATCTACAAGC

406 420
CCACTGGCATGTGAA
CCACTGGCATGTGAA

496 510
GAACTTAGTAGCTCA
GAARCTTAGTAGCTCA

586 600
ARATGATACGGCAAT
ARAATGATACGGCAAT

676
TCTCCGCAAG- -
TCTCCGCAAGAC

6950

61 75
AGGCC-TGGGETACAC
AGGCCCTGGGTACAC

151 165
GACATGGAATGTGAC
GACATGGAATGTGAC

241 255
CACAATTGTGAACTG
CACRATTGTGAACTG

331 345
TGCAATTGACGGTCC
TGCAATTGACGGTCC

421 435
GCTCAACTACAAGGA
GCTCAACTACARGGA

511 525
GCATCCRAARCTTTGA
GCATCCAAACTTTAT

601 615
GTTCTGGGGTGTARA
GTTCTGGGGTGTAAA

691
681
682

705

76 20
ATGTGGGCGTGCCAT
ATGTGGEGCGTGCCAT

166 180
CTGCACATATTCCCA
CTGCACATATTCCCA

256 270
CCCAACATGCTCATG
CCCAACATGCTCATG

346 360
TGGCAAATGGACTGG
TGGCAAATGGACTGG

436 450
TTACTGGAGAGTGAA
TTACTGGAGAGTGAA

526 540
TATATCACTCAGGTT
ARTATCACTCAG-TT

616 630
ATTCTACAATGATCT
ATTCTACAATGATCT

7086 720

comparada (negritas subrayadas). oligonuclestido utilizado para amplificar el ADNc (5"-GTCTTGCCA-3"), (negritas italicas).
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BUSQUEDA DE UN ADNC COMPLETO PARA AA9.

Primer Intento

Para la busqueda del ADNc completo de AA9, se contaba con un escrutinio parcial de una
biblioteca de ADNCc creada a partir de raiz y tallo de plantulas de maiz de 2 semanas de germinacion
(Cruz-Garcia, 1997), del cual se pudo obtener algunas clonas de ADNc purificadas hasta un cuarto

escrutinio. Por lo tanto, se intento sub-clonar el inserto de ADNc contenido en estas clonas del banco
de ADNc de bacteriéfago Ay, en un plasmido.

Se aisl6 ADN de una de las clonas obtenidas del escrutinio, nombrada como No. 1, y se cortd
con Eco Rl para liberar al inserto ya que el banco fue creado con estos sitios flanqueantes a la secuencia
insertada, pero el patrén de corte que produjo la enzima en el ADN fue de varios fragmentos, que
daban una hibridacién multiple, como se aprecia en la Figura 5A. Se intenté probar hibridando ADN
de otras clonas (4 y 7) suponiendo que solo fuera la primera clona la que ofreciera el miltiple bandeo,

pero se obtuvo un resultado similar en cuanto a la hibridaciéon muluple (Figura 5B).
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Figura 5. Geles de Agarosa y Southern blots respectivos con sonda AA9. A) ADN de bacteriéfago A extraido
de la clona 1 cortado con £ce RI. Hibridacién con AA9; B) ADN de bacteridfago A extraido de las
clonas 4 y 7 cortado con Ece RI. Hibridacidn con AA9.




Para intentar explicar estos resultados, se planted que el multiple bandeo podria deberse a que la
enzima Eco Rl estuviera presentando una relajacion de la especificidad o actividad “estrella” (Nasri, M.
y Thomas, D., 1986; 1987), llamada ast porque al variar las condiciones de corte de enzimas de
restriccion in vitro (pH alto, baja fuerza inica, alta concentracién de glicerol, tiempo de incubacién
prolongado, alta concentracion de enzima, baja concentracién de sustrato, cambio del Mg™* porMn™ &
Co’"), esta enzima puede cortar en sitios para los cuales no es especifica. Coincidiendo con este dato, se
utilizaba una concentracion de enzima bastante alta (5.0-7.5 U/ug ADN), siendo que las pruebas de
control de la enzima referida indicaban que con 1 U era suficiente para digerir 1 ug de ADN del
bacteridfago . Debido a esto se realizaron ensayos de dilucién de la enzima, utilizando menos sustrato

para poder dilucidar si esta pudiese ser la causa del multiple bandeo.

Los resultados de la cinética ensayada con la clona No. 1 se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Gel de Agarosa tefiido con EtBr. Cinética bisica de ensayos de restriccion con £co RI de ADN del

bacteriéfago Ay, extraido de la clona 1.
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Como es de apreciarse, no se evidencia una actividad como la antes mencionada, a estas
concentraciones de enzima, de ADN y de sales, ya que solamente se observa el corte de la enzimaen
100 y en 50 U, lo que produce el mismo patrén multiple de corte que se observa en la Figura 5.

Un intento mas de confirmacién fue el realizar ensayos de PCR con los cebadores parael ADN
del bacteridfago A, (A, FORWARD y A, REVERSE) para amplificar el inserto que estuviese
contenido en el ADN fagico, con las condiciones descritas en materiales y métodos. No se obtuvo
ninguna amplificacién detectable, aun modificando concentraciones de molde de ADN, cebadores,
oligonucledtidos y del catién magnesio. Como en los ensayos de PCR puede existir mucha variacién si
no se tiene estandarizado el método, se concluyd hasta este momento, que podria haber alguna
sustancia en el ADN eluido de los lisados de bacteriofagos o en el ADN aislado con el sistema de
purificacion de ADN, que afectara la reaccion de polimerizacidn.

Al no poder aislar un solo fragmento de los ensayos de restriccién y especulando posibles errores
metodolégicos causantes de este multiple bandeo, pero que producian hibridacién, se opté por utilizar
toda la mezcla de fragmentos para una reaccion de ligacion en un vector plasmidico, suponiendo que el
plasmido no aceptaria al ADN completo del bacteriéfago como inserto, ni otro tipo de inserto que no

fuera el que tuviera los sitios flanqueantes para £co RI.

pKS + 3.7kb Clona 1
pKS + 2.7kb Clona 3
pKS + 3 7kb Clona 1
pKS + 3 7kb Clona 2
pKS + 2 7kb Clona 3
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w e 4-— Plasmido

Figura 7. Gel de agarosa y Southern blot de ADN de plasmido pBluescript KS + digerido con Eco RI de fas
clonas 1,2y 3.

43




S

Como se aprecia en la Figura 7, se obtuvieron 3 clonas al realizar esta reaccion de ligacién: 2 con
un fragmento de ADN clonado de aproximadamente 3.7 kb, que produjo alta hibridacién con la sonda
marcada y una tercera que posee inserto pero no presenta hibridacién apreciable. El plasmido en el cual
se clonaron los fragmentos ( pBluescript KS +, 2.961 kb) presentd una hibridacidn bastante marcada
en las tres clonas, pero este comportamiento se habia observado previamente (Cruz-Garcia, 1997) en la
hibridacién de la sonda, AA9, con el plasmido. Como una posible explicacidn de esta hibridacién con
el vector se plantea que al momento de purificar la sonda para ser marcada, se pueden incluir
fragmentos plasmidicos del vector donde esta incluida la sonda, los cuales formaran una mezcla junto
con la sonda AA9. Es de apreciarse que no produce hibridacién alguna a estas condiciones con los
polinucleétidos incluidos como marcadores de tamafio molecular, que son los fragmentos de
restriccidn del ADN del bacteriéfago lambda.

Con estos resultados, se trabajé directamente con la subclonacién 1, por ser la de mayor
hibridacion apreciable con la sonda y menor con el vector, secuenciando desde los extremos del
plasmido para intentar conocer la ubicacion de la secuencia de la sonda utilizada (AA9) en la secuencia

obtenida.

Se realizo una corrida de secuenciacién desde cada extremo del sitio de clonacién, con cebadores
universales paraM13 (M13 (-40) FORWARD y M13 REVERSE), cuya secuencia esta incluida en los

extremos del sitio de ligacion del inserto del vector Mgty

Por el extremo del cebador M13 (40) FORWARD no se obtuvo similitud alguna con la sonda
utilizada (ADNc AA9 de 682 pb) en la primera corrida de secuenciacién (> 400 pb); sin embargo, al
comparar la secuencia con los bancos de datos se determiné la presencia de una secuencia conservada
en varias especies, que codifica para la secuencia de ARN pequefio nuclear, snU2, de maduracién de
ARNm.

Por el otro extremo, utilizando el cebador M13 REVERSE, la secuencia obtenida de 410 pb si
presenté alta similitud, pero solamente desde la mitad de la sonda AA9 (Figura 8). Se pensd que
posiblemente alguna o algunas sitios de corte de la enzima Eco R1 se perdian como consecuencia de las

amplificaciones de PCR propias del ensayo de “mRNA-Differential-Display”, por lo que el ADNc

obtenido, en este caso A A9, no tenia esas secuencias. Con base en que cualquier ADNc obtenido del
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banco de ADNCc es la secuencia de doble cadena de perfecta complementariedad al transcrito al que
pertenece, las secuencias de corte se deberian encontrar en este ADNCc, explicando de esta forma el
corte multiple de la enzima Eco RI (Figura 5 y Figura 6). Este razonamiento puede ser viable, ya que la
forma de creacién del banco de ADNe no impide la presentacidn de secuencias internas de corte en el
inserto de ADNc incluido en el vector, al incluir los sitios de corte para Eco Rl y Not 1 adyacentes sin
necesidad de emplear la enzima de restriccion, Hlamados.

Con este razonamiento, se secuenci6 directamente del ADN del bacteridfago para obtener el
fragmento faltante, disefiando y sintetizando un cebador llamado JV02 cercano al inicio de la secuencia
obtenida a partir del cebador M13 REVERSE, pero en sentido contrario para conocer la secuencia
hacia 5° del cebador, obteniendo con una corrida de secuenciacién 177 bases; y otro llamado JVO01, que
continua la secuencia obtenidaa parur del cebador M13 (40) FORWARD, completando 410 bases en
la corrida de secuenciacidon. Los resultados se muestran en la Figura 8, donde se concatenan las
secuencias obtenidas desde un extremo del vector en la clona plasmidica y la extensién hacia 5 de esa
misma secuencia. Se indica la similitud encontrada con la sonda utilizada (segmentos 1, 2 y 3), la
secuencia de corte para Eco Rl y los sitios de alineamiento de los cebadores JVO1 y JV02. Es de resaltar
que las identidades con la sonda AA9 son muy altas, en especial la del segmento 2, que presenta un
error esperado minimo y que, ademas, los segmentos que alinean con secuencias intermedias en la
secuencia obtenida, son adyacentes en la secuencia de la sonda AA9, como se indica en la misma figura.

Esto hizo pensar que se trataba de una clona gendémica, lo cual se analiza con detalle en la
discusion. Como resultado complementario se compard la restriceién producida por este fragmento
con una clona gendmica previamente aislada (Jaimes, 1999) y se observé practicamente el mismo

patrdn de restriccién (no se muestra).
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GAGTTGATCTGCCTTT N CTCTTAATTCATGTCCTATTAGGGTTCTATTTTTATCTAAAGT T T T TAAATGAATTCTAT TGCATT T TGCAGTGAGGAT TCACCTAATCTAC
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gooemngaambemozooaooo%emmvhq..om.H.ovhnooeeme»nzﬁonbnﬂ.noQyoﬁmeonnombegm,gennwoammoﬁmagmnen»boebn?pooﬁe
.................................. S m oo oo - SGEGMENTO 2= - - == === - == mm e e e oo e ceeema o

?QHQQPQPQHObbbeGbﬂHbHOvobbbhﬂHObbnHHOOQﬂPﬂbeHHPObOQDbOHQQwWOHHVOH?OHQWOOPHOObbbnHHHOwebbebHOPOHOPOQHmHHDbOO

TGTCCCATTTCAGATGATACGGCAATGTTCTGGGITGTAAAR
[---SEGMENTO 3---]

Segmentos entre Corchetes: Identidad alta con la sonda utilizada (AA9) del nucledtido 228 al 611, 43% de la secuencia total.
SEGMENTO 1. 228-303 de AA9 de 682 pb, 73 nts idénticos de 76 nts comparados (96% de Identidad), Error esperado = 1x 102,
SEGMENTO 2. 304-582 de AA9 de 682 pb, 276 n1s idénticos de 281 nts comparados (98% de Identidad), Error esperado = 1x 10134,
SEGMENTO 3. 583-611 de AA9 de 682 pb, 29 nts idénticos de 29 nts comparados (100% de Identidad), Error esperado = 4x 10%.
Error esperado e identidad se calcularon con BLASTN el cual se explica en el texto de andlisis de resultados.

Secuencia en [tdlica: ADN secuenciado directamente del ADN de la clona del bacteriéfago Agar. (177 pb)

Secuencia en Letras Normales: ADN secuenciado de la Clona 1. (410 pb)

Secuencia Subrayada, complementaria al oligonucleétido, JV02.

Secuencia Doblesubrayada, oligonuclestido, JVO1.

Figura 8. Secuencia parcial del ADNc AA9 3.7 kb tomado de escrutinios previos del banco de ADNGcs (Cruz-Gareia, 1997) e identidad con el ADNc AAS
de 682 pb.
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Aislamiento de clonas de ADNc para AA9

Debido a la incertidumbre de los resultados anteriores, se opté por la realizacion de un nuevo
escrutinio del banco original de ADN, utilizando una alta astringencia en las hibridaciones y llevando
el escrutinio hasta un cuarto paso, como se muestra en la Figura 9 con una de las 8 clonas obtenidas del

cuarto escrutinio de bacteriéfagos del banco de ADNE, que dieron hibridacion para la sonda AA9.

Figura 9. Hibridacién en placa del cuarto escrutinio a la biblioteca de ADN, utilizando como sonda el ADNc
AA9 de 682pb.

Como se aprecia, las placas de lisis que muestran hibridacién son fuertes y bastante bien
definidas, ademds se presentd la hibridacién de todas las placas de lisis observadas en la caja petri, lo
cual indica que la clona esta practicamente aislada en su totalidad de las otras clonas de bacteriéfago.

Para asegurar que fuese el vector correcto del banco de ADNc (A,,), se realizaron ensayos de
PCR para amplificar el inserto contenido en las clonas aisladas, utilizando los cebadores para los sitios

adyacentes al sitio de clonacién de Ay, (A,; FORWARD y A, REVERSE), con las mismas

ptil
condiciones que se habian trabajado previamente. Como se observa en la Figura 10, la amplificacién
del ADN de cuatro de las clonas aisladas, partiendo de la elucién de las cajas, es especifica ya que no se
amplifican multiples fragmentos de ADN, utilizando condiciones de baja astringencia (indicadas en

materiales y métodos) y en algunas solo se amplifica un fragmento de ADN.
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Figura 10. Gel de agarosa de los productas de PCR con ADN de las clonas de bacteriéfago L 4.1.1.1,4.1.2.1,
4.1.2.2 y 4.3.1.1 del banco de ADN, utilizando los cebadores especificos de los extremos del ADN
del bacteridfago Ay

Los insertos de las clonas 4.1.1.1 y 4.1.2.2 de aproximadamente 1.4 kpb, fueron sometidos a
reacciones de ligacién en un vector plasmidico para su secuenciacién, ya que son los fragmentos de
mayor tamafio. Para este fin, se utilizaron los sitios de restriccidn para Eco RI adyacentes a la secuencia
y un vector plasmidico (pCRII, 4.3 kb) que contiene un sitio de restriccién para esta enzima. Una vez
que se obtuvieron clonas, se determiné una hibridacién positiva con la sonda AA9 de 682 pb de casi
todos los insertos clonados en el plasmido, de los cuales se eligié el que ofrece la mayor hibridacién

(Figura 11, Carril 5).

12345 o
dp . ,agw—- 4 kb Pldsmido pCRII

ovaimne W 1.5 kb Inserto

Figura 11. Gel de agarosa ¢ hibridacién en Southern blot de Ia clonacién del fragmento de 1.5 kpb en pCR 1.
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Una vez confirmada la hibridacién positiva de dicho inserto se procedié a su secuenciacion, que
fue realizada en un principio manualmente hasta una tercera parte (500 pb de cada lado), partiendo de
los extremos del vector que también tiene las secuencias de los cebadores universales para M13. Para
terminar de secuenciar el inserto, se disefiaron oligonucleétidos correspondientes a los extremos 5" y 3
respectivamente de cada una de las secuencias obtenidas anteriormente y se envié al Instituto de
Biotecnologia en Cuernavaca, Mor. para su secuenciacion de modo automatico. Con esto se completd
la secuencia empatando los extremos que se encuentran al obtener las dos corridas de secuenciacion,

como se aprecia en el diagrama de la Figura 12.

EE—
SITTTINNY = Vector pCRIl
. -]
Inserto 1.5 kpb ‘l.lllllll
Vector pCRII l

Figura 12. Diagrama de la secuenciacidn del inserto de 1.5 kpb~# } Secuencia obtenida manualmentes ¢ )

Secuencia obtenida con secuenciador automitico.

En la Figura 13 se observa la secuencia completa de 1407 pb correspondiente al inserto obtenido
de la clona confirmada, sin incluir los sitios de ligacién para Eco Rl y los sitios adyacentes para Not I,
que son los que incluye el banco de ADNc para su construccién en vectores figicos.

Esta secuencia fue dada de alta en el mes de enero del afio 2000, en el banco de datos Genbank y
se le asigné el numero de acceso AF160475, con el cual se puede tener disposicién inmediata de la
secuencia via Internet.

Con el fin de determinar su identidad y/o funcién, se realizaron nuevas comparaciones contra las
bases de datos de secuencias utilizando el programa BLAST, pero solamente produjo identidades con
el banco EST en secuencias de ADNc de ARNm de hoja de maiz (NOmeros de acceso: A1622816.1,
Al622817.1, Al612209.1, A1622496.1, A1622445.1), de arroz (Nimeros de acceso: C74834, C91883,
AU032723, C74014) y algoddén (Numeros de acceso: AI730765.1, Al727702.1), que a la fecha no

tienen funcidn asignada.
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tggaggttat atggtcaAT@ gttggggctc agaccactga aca cgac tgctcaaagt tcaagagecag cccaccccat tgcotgcaaga aagatccaac
aattgtcgat ttacttccag gcactccata caacatgcaa attgccaatt gctgcaagge aggagttgta aataccttta accaggaccc agcaaatgcet
gettecctect tcocagatcag tgttggtctt gctggaacta ccaataaaac tgttaaggtg cccaggaact tcactcttaa gactccagge cctgggtaca
catgtgggcg tgccattgtt ggcaggccta cgaagttttt caccgcggac cgca caacccaagc tctaatgaca tggaatgtga cctgcacata
tteccaattt cttgctcaga agactccatc ctgetgtgta tctctatcat cgttttataa tgacacaatt gtgaactgec caacatgectc atgtggetge
cagaacccaa gtgggtcaaa ctgtgtgaat gaggattcac ctaatctaca agctgeaatt gatggccctyg gcaaatggac tggtcagccc cttgtacaat
gcacttccca catgtgcccg ataagaatce actggcatgt gaagctcaac tacaaggatt actggagagt gaaaatcact atcacaaact tcaactteeg
catgaattac acgcagtgga acttagtagc ccageatcca aactttgata atatcactea gttgttcage ttcaactaca aaccacttac tccatatggt
ggtggcataa atgatacgge aatgttctgg ggtgtaaaat tctacaatga tctgctgatg caagcecggea aacttgggaa tgtgcaatca gagctgcttce
Eecgecaagga ctcoccggact ttcactttcg aaaagggatg ggccttceca cgecgagttt acttcaatgq tgataattgt gtcatgccat ctcctgaaaa
ttatccatgg cltgccgaatyg caagcectcet aacaaaacca ttggcactcec cattacttgg tattctggge cttggotget cigttggett atgeatgatt
agtgggatca agaggtttca agttgatgtc agattccatg aggtgecactg caacaagtca tttgttecatt caattccatg gttgcacaga aaagatgagc
gatgccaaga aaaagtcgat atgtctatgt gtttaagtTA Aagggccaaa atgtatttct tgtttggtat ataacagcce tacaacactt tggtgaactt
agttactgca gattaggtaa ttacagttgc accttttgta tttratagca aacccagaat tttteattgg attctacgac tgeccctett gtagtaaaaa

1401 aaaaaaa -3~

Negritas Minusculas: Secuencia de identidad con al ADNc AA9 de 682 pb (98.9%), Identidad = 666/675 (98.6%), Saltos = 2/675 (0.3%), Error Esperado ~ 0.0.

Figura 13. ADNc AA9 de 1407 pb (No de acceso: AF160475), ATG, TAA = codones de “Inicio” y “Alto”, respectivamente, doble subrayado: Sedial de Poliadenilacién de

11 nucleétidos (Método Hamming-Clustering), subrayado normal: secuencia codificante para la proteina tedrica..
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Proteina tedrica

Considerando el codon de inicio sefialado en la Figura 13 (ATG en negritas) como el codén de

inicio de la traducci6n del marco de lectura abierto, la traduccién teérica nos da una proteina con un

punto isoeléctrico de 8.99, un tamafio de 407 aminoacidos y un peso molecular de 45419.1 Da; estos

datos fueron obtenidos con el programa ProtParm en la pagina de hipertexto de Proteomics Tools

(Figura 14).

NH3_
1
61
i21
181
241
301
361

mvgagtteqgg
aassfqgisvg
twnvtctysqg
idgpgkwtgqg
pnfdnitglf
tftfekgwaf
isgikrfqvd

dcskfksspp
lagttnktvk
flagktpscc
plvgctshmc
sfnykpltpy
prrvyfngdn
vrfhevhcnk

hcckkdptiv

vprnftlktp
vslssfyndt
pirihwhvkl
gggindtamf
cvmpspenyp
sfvhsipwlh

dllpgtpynm
gpgytcgrai
ivncptescg
nykdywrvki
wgvkfyndll
wlpnaspltk
rkdercqgekv

giancckagv
vgrptkffta
cgnpsgsncy
titnfnfrmn
mgagklgnvg
plalpllgil
dmsmcls

-COOH

vnt fngdpan
dgrratgalm
nedspnlgaa
ytgwntlvagh
selllrkdsr
glgesvgleom

Figura 14. Traduccidn tedrica de ADNc AA9 de 1407 pb (407 aas; No. de acceso: AAF24189 . 1)

Se calculé la composicién de aminoécidos en la proteina conceptual, que se resume en la Tabla 1,

Tabla t. Composicién de aminoacidos de la proteina traducida tedrica del ADNc AAY de 1407 pb

Aminoacido | Cantidad | Porcentaje | Aminoacido | Cantidad | Porcentaje
Ala(A) | 20 i%% | Lys®) | 24 5.9%
Arg (R) 16 3.9% Met (M) 11 2.7%
Asn (N) 30 7.4% Phe (F) 22 5.4%
ApD) | 17 | 42% | Pro(®) | 2 7 1%
Cys© | 22 54% | Ser ) 77 | 66%
Gh(@Q | 19 | 47% | The(D) | 31 7.6%
Glu (B) 3 20% | TrpW) | 9 2.2%
Gy (@) | 20 | 70% | Tyr( | 12| 29%
His (0D 5 27% | VAl (V) | 26 | 64%

T (O 16 39% | Leu(D) | 30 | 7.4%
Leu (L) 30 7.4% Lys (K) 24 5.9%
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De la Tabla anterior se obtiene el numero de aminoacidos cargados positiva y negativamente.

Cargados Negativamente (Asp + Glu): 25

Cargados Positivamente (Arg + Lys): 40
El programa también calcul6 la vida media estimada, asumiendo que el extremo N terminal es la
primera metionina, siguiendo la regla del aminoacido N-terminal, que se basa en la importancia de este

extremo en la estabilidad y marcaje para la ubiquitinacion de las proteinas, la cual precede a su

degradacién (Bachmair et af 1986). Las vidas medias obtenidas se enlistan en la Tabla 2

Tabla 2 Vida medta tedrica estimada por el extremo amino terminal.

30 horas en reticulocitos de mamifero | mutro

> 20 horas en Levadura mu.

> 10 horas en Escherichia coli Mo,

También se determind el indice de inestabilidad por dipéptidos (Guruprased et a 1990), el cual
por medio de un analisis estadistico de 12 secuencias de proteinas inestables y 32 de proteinas estables,
determina que la presencia de dipéptidos especificos a lo largo de la secuencia hacen significativamente
inestable o no a una proteina y con los cuales se puede asignar un indice de inestabilidad probable. Los
autores asignaron un valor de inestabilidad a cada uno de los 400 dipéptidos existentes, con los cuales
se puede calcular el indice de inestabilidad para una proteina. Valores menores a 40, la proteina es
considerada como estable y mayores como inestable. El valor del indice de inestabilidad para esta

proteina conceptual es de: 31.57, lo cual clasifica a la proteina como estable (Guruprased ez al 1990).

Se realizb un analisis de hidrofobicidad utilizando el programa de prediccién de segmentos
transmembranales TopPred 2, de la Universidad de Estocolmo. Este programa dio como resultado la

existencia de 2 segmentos transmembranales putativos en la proteina predicha, como se muestraen la

EYRRRS P 4T Wm0 L LV T BT
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Tabla 3, en la cual se indican las 2 secuencias como hélices, con el aminoacido de inicio y de fin de
dicha secuencia, la puntuacién asignada por el programa y la certeza de esta aseveracion.

‘Fabla 3 Prediccidn de segmentos transmembranales

Heélice | Inicio | Fin | Puntuacién | Certeza
1 63 | 83 0.667 Putativa
2 349 1369 2.016 Cierta

Como complemento a estos datos, en la Figura 15 se presenta el perfil de hidrofobicidad
obtenido del programa DAS, para prediccion de segmentos transmembranales, el cual da idea de la

hidrofobicidad de la proteina.

1 1 ] 1 1 T T T
Regiones TM  —
Corte Superior -
05 Corte Inferior
2T Hidrofobicidad 7
|
|
°r i
i
a
{
05 F 1
_1 i 1 1 ], L i i ]
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Wed Jan 26 20:11:31 2000

Figura 15. Diagrama de hidrofobicidad. hidrofobicidad vs aminoicidos. Regiones TM: regiones de
transmembranales putativas hidrofobicidad, corte inferior: regién con baja certeza de ser segmento

transmembranal, corte superior: region con alta certeza de ser segmento transmembranal.,

TR, : pret e . . . P
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El diagrama nos indica que existen dos segmentos de alta hidrofobicidad, uno del aminodcido 63
al 83, con una probabilidad baja segin el programa de ser segmento transmembranal y otro del
aminoacido 349 al 369 con una alta probabilidad, segtin el programa, de ser un segmento
transmembranal, que son asignados con las zonas de corte inferior y superior (Figura 15}. En general,

. ’ ’ . e . P
se aprecia que la proteina es en su mayoria hidrofilica, es decir, que probablemente sea una proteina
soluble, ya que los segmentos putativamente transmembranales forman un porcentaje relativamente

bajo de la proteina total y que por lo estos segmentos predichos no son significativos.

El alineamiento de la secuencia de aminoéicidos de la proteina conceptual del ADNc AA9 con
otras 4 que se obtienen de una comparacién con bases de datos utilizando el programa BLASTP se
presenta en la Figura 16, en donde se aprecia la identidad y similitud entre las secuencias con menor
error esperado (de 1x10™' a 2x10%) y al final 1a linea de consenso entre las secuencias.

Es de recalcarse que no se cuenta realmente con todas las proteinas; es decir, solamente se han
predicho de genes putativos (gi| 2160169, error esperado = 1x10"%, gi|4490707, error esperado =
4x10™ y gi| 2244970, error esperado = 2x107), salvo la primera (emb | CAA07251.1, error esperado=
1x10"), que es una proteina obtenida de un ADNc de Arabidopsis thaliana, cuya expresién rescata por
complementacion a una mutante de Schizosaccharomices pombe deficiente en produccién de fitoquelatinas,

produciendo estos péptidos de novo (Leuchter et al 1998).
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EXPRESION DE AAQ DURANTE LA GERMINACION NORMAL Y LA GPO

Se determind la expresion de AA9 mediante ensayos de Northern blot, utilizando paraesto ARN
total extraido de ejes embrionarios de semillas control sin germinar, germinadas por 6, 10, 15 y 24
horas y de ejes embrionarios de semillas OSMA, germinadas por los mismos tiempos. Para la

hibridacién se utilizd como sonda el ADNc completo de 1407 pb, marcado radiactivamente.

A) 3 B) 12345467 8 910
3 G.Normal G, F’?SMA a : - :

i

e, — —

12345 678 9210
.

Figura 17. Ensayo de Expresién del ARNm del ADNc AA9. A) Northern blot con ARN de semilla seca (55}, de cje
embrionario en germinacion normal (G.Normal) de 6, 10, 15 y 24 horas (Carriles 2, 3, 4 y 5 respectivamente) y
ARN de ¢je embrionario en germinacién subsecuente al OSMA (G. POSMA) de 6, 10, 15 y 24 horas (Carriles 6,

7,8 y 9 respectivamente). P.M., pesos moleculares; B) Gel de agarosa del ARN de la membrana tefiido con FiBr.

La Figura 17 muestra el ensayo realizado, en donde solamente se aprecian los tiempos 10, 15 y 24
horas de los dos tratamientos debido a que existié un fuerte fondo de hibridacién inespecifica en los
primeros dos carriles (semilla seca y 6 horas de germinacién normal). Se observa un adelanto en el
aumento en la expresion del mensaje a tiempos tempranos, desde las 10 horas en germinacién
subsecuente al OSMA, en comparacién con la germinacién normal, en la que sucede hasta las 24 horas.
Con esto se reafirma el comportamiento del mensaje correspondiente a este ADNC, previamente
analizado (Cruz-Garcia, 1998), en donde se determind este adelanto en germinacién acelerada por el
tratamiento de OSMA, aunque hasta las 15 horas de germinacién y utilizando el ADNc de 682 pb.
Ademds, se aprecia una ligera disminucién de la expresién a partir de las 15 horas que se mantiene al

menos hasta las 24 horas.
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DISCUSION

ANALISIS DE SECUENCIAS DE EPSILON Y DE AA9.

Epsilon(e)

Los resultados presentados de las comparaciones de la secuencia del ADNCc epsilon conun EST
de maiz del banco de datos, dan indicios para suponer que el ARNm del ADNc si proviene
efectivamente de los ARNm presentes durante la embriogénesis, en semilla seca y que se ve disminuido
en cantidad o en su expresion durante la germinacion. La secuencia de expresion EST Al734351.1 fue
identificada en tejido de mazorca, lo cual puede ser congruente con la presencia del ADNc en etapas
iniciales de la germinacion; en estas estapas, las proteinas de embriogénesis tardia, como son las LEA o
las Rab, desaparecen rapidamente al igual que sus transcritos correspondientes (Torres-Espinosa,
1999).

Resultados previos utilizando RT-PCR (mRNA-Differential Display; Gomez-Gutiérrez, 1997),
mostraron la amplificacién de un segmento de 500 pb al corroborar la expresién de este ADNc; por lo
que se espera que el ARNm correspondiente tenga al menos esa longitud, la que es tipica de algunas
proteinas de embriogénesis tardia (Torres-Espinosa, 1999).

Las dos comparaciones obtenidas fueron contra proteinas que provienen de traducciones
tedricas, es decir, que solamente se dispone del ADNc para el andlisis, por lo que la proteina presentada
corresponde al marco de lectura mas probable para la traduccidn y ademis, tal vez la secuencia de
ADNc no esté completa. Es de resaltar que ambas comparaciones pertenecen al marco de lectura de
-3 (ver Materiales y Métodos); es decir, que asumiendo que el ADNc¢ provenga del ARNm de una
proteina relacionada estructuralmente a las descritas, la secuencia de ADNc que se presentaaqui, 5°-3 7,
es realmente la complementaria a la secuencia codificante que seria la secuencia del ADNcde3’-5".
Esto se ve reforzado con la comparacion del ADNc contrael ADNc de un banco de EST, en el cual

se aprecia que el programa compar6 la secuencia complementaria al ADNc contra la que se presentade

de 53",
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La bisqueda de un ADNc completo y un anilisis mayor de g, fueron descartados porque no se
esperaba que cumpliera los objetivos grupales del aislamiento de ADNcs que pudiesen afectar
positivamente el establecimiento de la germinacién en maiz, ademas de que el banco de ADNc que se
tiene es de tejidos en proliferacion, principalmente, y no es de esperarse el asilamiento de ADNcs

correspondientes a proteinas cuyos mensajes desaparezcan con este proceso.

AA9
La secuenciacion y analisis del ADNc AA9 de 682 pb fue realizada previamente (Cruz-Garcia,

1997) pero no se pudo determinar su marco de lectura, debido a la presencia de varios codones de alto
de la traduccion en todos los marcos de lectura posibles. Con la resecuenciacion se pudieron corregir
pocos nucledtidos, sin lograr encontrar el marco de lectura mas probable del ADNc¢ AAS.
Posiblemente lo que sucedié es que con las multiples amplificaciones inherentes a los ensayos de PCR,
propias del “Differential Display”, se hayan incluido u omitido nucledtidos en el amplificado final, lo

cual posiblemente modifico el marco de lectura correcto.

BUSQUEDA DEL ADNC COMPLETO DE AA9. ESCLARECIMIENTO Y ANALISIS.

Como se puede apreciar, el primer intento de obtener el ADNc completo de AA9 fue
infructuoso. El tamafio encontrado del inserto en las clonas iniciales es de 3.7 kpb, lo cual no coincide
con resultados previos de Northern blot, en los cuales se determinaba un tamafio probable del ARNm
de 1.8-2.0 kb (Cruz-Garcia, 1997, Ziiiiga-Aguilar, 1998). Ademas, al determinar la secuencia del
inserto, se encontrd que las secuencias que se intercalaban entre las regiones conocidas de AA9 eran
muy parecidas a intrones, dada la presencia de polinucleétidos flanqueados por dinucledtidos
caracteristicos de intrones (GT-AG; Figura 8).

Los resultados pueden discutirse de dos formas. La primera, especulando la posibilidad de que el
ADNCc obtenido provenga de un ARNm heteronuclear (ARN) es decir, un ARNm inmaduro, lo cual
explicaria la presencia de estos “intrones” no editados o no eliminados. No obstante es poco probable
el aislamiento de ADNc correspondientes a estos ARNh de un banco de ADN, ya que el tipo de

ARN al que pertenecen es exclusivamente nuclear y es rapidamente procesado hacia ARNm maduros.

e T et I L A

58



Dada la existencia de insertos de gran tamafio en las clonas originalmente aisladas, la segunda

ay aqs s g . . - ’ . ’
posibilidad es que, por error, se realizd el escrutinio previo a partir de un banco gendmico de maiz, con
el cual se cuenta, y no del banco de ADNc. Esto explicaria la ausencia de fragmentos amplificados al

someter el ADN del bacteriéfago a reacciones de PCR con los oligonucledtidos de A, FORWARD y
REVERSE), ya que el banco de ADN genomico fue hecho en A FIX II. Ademas la presencia de

regiones snU2 conservadas propias de regiones intronicas, como parte de las secuencias aisladas,

refuerza el hecho de que sea una secuencia genomica.

Clonacién y secuenciaciéon del ADNc de AAY

Debido a lo anterior se trabajé con un banco de ADNc, reamplificindolo segiin el manual
(Stratagene) y los resultados de la hibridacién del banco de ADNc con el ADNc AA9 se aprecianen la
figura 11; en donde se observa la hibridacion caracteristica de las placas de lisis, producidas por una
hibridacién a alta astringencia, asegurando la eliminacion de clonas contaminantes que pudieran causar
errores de interpretacién. De este cuarto escrutinio se aislaron bacteridfagos de placas de lisis de cada

uno de los escrutinios. Para asegurar que realmente fuera el bacteriofago A, se amplificaron por

gl
ensayos de PCR algunas de las clonas aisladas, utilizando los cebadores especificos para este vector,
como se aprecia en la misma figura. En algunas clonas se aprecia la presencia de un fragmento de
amplificacién de aproximadamente 1.5 kb que parece ser el de mayor tamafio entre los amplificados. Se
pueden observar algunas clonas que fueron amplificadas y que no produjeron un solo tamario de
amplificado de ADN, lo que podria deberse a un alineamiento inespecifico de los cebadores, 0 a que
algunos bacteridfagos no fueron separados completamente de otras clonas de hibridacién inespecifica.

Con el fin de evitar contaminaciones en la secuenciacién y asegurar completamente que se
tuviera asilado un solo fragmento del ADNc de mayor tamafio, se procedié a la subclonacion en un

vector plasmidico, como lo es pCR II @, verificando nuevamente la hibridacién especifica con la sonda

utilizada a una alta astringencia.

ADNCc de 1407pb (AF140275)
Se procedid a secuenciar manualmente el inserto presente en el ADN de la clona del plismido

aislado, utilizando los cebadores universales para M13 y el paquete de secuenciacién por
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didesoxinucleétidos radiactivos de Termosequenase®. Se utilizd la opcidon de incluir el
didesoxinucleétido dITP en sustitucion del dGTP en la mezcla de reaccidn, el cual permite la correcta
lectura de las bandas de secuenciacion en el gel, evitando los artefactos llamados BAFL (Bands Across
Four Lanes), debidas a compresiones de la secuencia. Para completar la secucncia se utilizaron
cebadores sintéticos disefiados para el secuenciador automatico, con los cuales se terminé Ia
secuenciacion (figura 14).

Partiendo del analisis de los 6 posibles marcos de lectura de la secuencia encontrada, se
determind el marco de lectura con mayor posibilidad de ser el marco de traduccién de la proteina
codificada. Se aprecia el probable codén de inicio de la traduccidn vy el codén de alto de ese marco de
lectura, caracterizado por la presencia de otros codones de alto hacia la regién 3", Complementario a
este analisis, se determiné que hacia la regién 57 no existian codones de alto en este marco de lectura, al
menos en la secuencia obtenida, por lo cual no se puede aseverar que se tiene el inicio de la
transcripcidn del ARNm. Lo anterior concuerda con los resultados de hibridacién en Northern blot, en
donde se obtiene un tamafio probable del ARNm de 1.8-2.0 kb (Cruz-Garcia, 1997; Zéfiiga-Aguilar,
1998). Actualmente, se cuenta con clonas gendmicas en las cuales se puede determinar la secuencia
falrante, tanto para determinar un probable inicio de la transcripcién, como para determinar la regién
promotora.

Utilizando el método de Hamming-Clustering (Milanesi et a/ 1996) se determin la presencia de
un sitio de poliadenilacién consenso de 11 nucledtidos, pero que se encuentra pegado a la regién de
poli-A, pudiendo formar parte de ésta y no entre 11-30 nucledtidos de distancia hacia 5°, como es el
consenso (Lewin, 1998). Sin embargo, se puede aceptar como posible sitio de la sefial de
poliadenilacion porque el oligo-dT utilizado para construir el banco de ADNK, pudo haberse unido a l2
regidn del sitio de poliadenilacién directamente.

Sc determiné la homologia del ADNc AA9 de 1407 pb con el ADNc AA9 de 682 pb utilizado
como sonda, lo cual se observa en la figura 14, determinando una alta identidad de nucleétidos,
confirmando que se trata del mismo ADNc. De esta comparacién se concluye que el ensayo de
“mRNA-Differential-Display” produjo un alineamiento de los cebadores en la mitad de la secuencia
del ARNm, por lo cual no se podia determinar ni un solo marco de lectura abierto ni una secuencia

indicativa de la posicién del ADNc aislado en el ADNc completo.
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Con respecto a las comparaciones del ADNc a nivel de nucledtidos, no se puede discutir mas
que probablemente se encuentra representado en varias especies de plantas (Arroz, Algoddn y
Arabidopsis), ya que las secuencias EST no dan informacién sobre la probable funcién de las proteinas
codificadas. Ademds, no todas estas secuencias dan un marco confiable de lectura, por lo que tampoco
sirven para dilucidar el marco de lectura correcto del ADNc AA9.

En cuanto a las propiedades de la proteina tedrica que codifica AA9, se puede predecir que es
una proteina basica (pl de 8.99), con un tamafio de aproximadamente 40 kDa, citoplasmatica por su
baja hidrofobicidad y teéricamente estable.

Cabe afiadir que ademais de los analisis presentados, también se buscaron similitudes con
proteinas cristalizadas de las que se conoce su estructura terciaria, las cuales resultaron negativas. Se
encontraron también sitios putativos de modificacion postraduccional, con probabilidad de
fosforilacién por cinasas dependientes de AMPc y GMPc, por la proteina cinasa C, sitios de
miristoilacién, de N-glicosilacion y de amidacién. Pero al no conocer su estructura terciaria, no se sabe
si son sitios funcionales o solamente dan el consenso para la modificacién, ya que podrian no estar
expuestos en la proteina funcional y no llevarse a cabo la modificacién referida.

Se encontraron ademas, un sitio de corte para proteasas de picornavirus (Blom et 4/, 1996) y una
secuencia de un péptido sefial de lipoproteinas procaridticas de membrana (Hayashi y Wu, 1990), pero
no se puede inferir mucho del significado de estos hallazgos ya que ninguno se relaciona directamente
con plantas.

El resultado que mas indicios dio de la probable funcidn e identidad de esta proteina, es la
comparacién con otras secuencias proteicas de bases de datos, ya que nos indica una identidad y
similitud alta con una fitoquelatina sintetasa putativa de Arabidopsis. Los autores encuentran que al
transformar una cepa de Schizosacharomices pombe, mutante en produccién de fitoquelatinas, con el
ADNCc que ellos aislan, la rescata de un medio con Cd induciendo aparentemente la acumulacién de
fitoquelatinas, pero sin poder demostrar la actividad enzimatica de sintesis de fitoquelatinas y sin tener
nuevos reportes de este gen a la fecha (Leuchter et /., 1998).

Como motivo de especulacion, en un razonamiento que intenta justificar la funcién de péptidos
de este tipo durante la germinacidn, se podria ofrecer el stguiente razonamiento: las semillas desde la

embriogénesis, como organismos en desarrollo, podrian de alguna forma estar preparados para activar
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mecanismos de defensa inespecificos, para contrarrestar la presencia de metales toxicos divalentes,
como e} Cd o Cu en el medio ambiente inmediato como lo es el suelo y, por tanto, se adelantaran a
eliminarlos mediante un proceso de quelacion, teniendo proteinas sintetizadoras de este tipo de
péptidos listas para activarse durante este proceso.

Las fitoquelatinas estan clasificadas como metalotioneinas del tipo III (polipéptidos atipicos de
origen no-traduccional; Rauser, 1990) con la estructura genérica: [y-Glu-Cys],-X, donde n puede variar
de 2-11 mondmeros y X puede ser: Gly (fitoquelatina), f-Ala (homofitoquelatina), Ser (hidroximetil-
fitoquelatina, n=2-), Glu (iso-fitequelatina) o ninguno {desglicinfitoquelatina; Zenk, 1996), esta Gitima
encontrada por primera vez en maiz (citado en Zenk, 1996). Se ha determinado que el Cd esel inductor
mas fuerte de fitoquelatinas en muchas especies de plantas, siguiéndole el Pb y el Zn (Rauser, 1990; id.
1995; Zenk, 1996). Ademas, se ha visto que en raiz su expresién muchas veces es constitutiva sin
depender de la induccidn por Cd, aunque este la aumenta significativamente (Schafer et al., 1998;
Klapheck et 4l., 1995), como las metalotioneinas del tipo I {polipéptidos con Cys cercanamente
relacionadas en posicion con las de la metalotioneina de equino) en raiz de maiz (citado en Robinson et
al., 1993).

Estos datos podrian coincidir con los demostrados previamente (Cruz-Garcia, 1997), en donde
se demuestra una expresién det ARNm del ADNc AA9 preferente en raiz, mas no en hoja o en tallo de
plantula, suponiendo su funcién como sintetizador de fitoquelatinas; el sistema de aceleracién de la
germinacién (BA u OSMA} induce este mensaje el cual elevaria la cantidad de fitoquelatinas presentes
en la semilla,

No obstante, se ha secuenciado ya el gen para la fitoquelatina sintetasa de Arabidopsis (AtPCS1,
Vetamaniuk et al, 1999) y se ha visto que no posee identidad ni similitud significativa con la
firoquelatina sintetasa putativa reportada por Leuchter et al., 1998 y por ende tampoco con la producida

por el ADNc AAS9. Por lo anterior, no sc puede especular mucho més sobre este tépico.

EXPRESION DE AA9 DURANTE LA GERMINACION.

En el pasado se utilizé la sonda de 682 pb de AA9 para determinar en que tejidos se expresa el
gen y también los tiempos de expresién durante la germinacién normal y la GPO. En este

experimento, la intencién fue la de obtener una cinética de la estimulacién de la expresién del ARNm
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del ADNc AA9 pero ahora utilizando el ADNc de 1407 pb y algunos tiempos intermedios. A partir de
resultados previos (Cruz-Garcia, 1997) se habia concluido que desde las 15 horas de germinacién
subsecuente al osmoacondicionamiento se estimulaba este mensaje, pero no se probaron tiempos
intermedios como son las 10 horas. Esta cinética de expresién confirma el hecho del adelanto en la
expresion de este gen, alcanzando un pico hacia las 15 horas, expresién que disminuye hacia las 24
horas. Esto tltimo probablemente se deba a que no se necesita mas el transcrito, pero lo cual no
asegura que no se necesite de la proteina, para lo cual se tendria que hacer el seguimiento de la proteina

codificada, mediante analisis por ensayos de Western blot.
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CONCLUSIONES

El ADNCc epsilon esta relacionado probablemente con proteinas de embriogénesis tardia, ya que

su mensaje desaparece durante la germinacién.

El primer ADN aislado para encontrar el ADNc completo de AA9 realmente es una clona

gendmica.

El ADNe de 1407 pb es el ADNc completo del ADNc AA9 de 682 pb, con un mensaje de

expresion semejante.

Los datos bioinformaticos obtenidos no ofrecen informacién sobre la funcién del producto

genico al que pertenece AA9,
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PERSPECTIVAS

Se cuenta ya con clonas genomicas con las que se intentara determinar tanto la secuencia del

promotor como los sitios de inicio de la transcripcion y de la traduccién. Actualmente, se ha
: . : .

secuenciado una de estas clonas gendmicas y se han encontrado posibles sitios promotores de la

transcripcidn, pero no con certeza. Se obtienen 2 putativas metioninas iniciales, las cuales podrian dar

el marco completo de la secuencia y las dos son reconocidas por programas de definicién de marco de

lectura abierto (ORF finder), pero no se puede definir el inicio con certeza.

Debido a esto se ha comenzado a secuenciar el extremo hacia 5° completo del mensaje para
determinar en la secuencia gendmica el inicio verdadero de la transcripcidn y por ende las probables
secuencias promotoras. Una vez contando con estas secuencias, se puede hacer transformacidnes
transitorias de construcciones que incluyan la secuencia promotora y algin gen reportero
(glucoronidasa, proteina verde fluorescente) y asi determinar la secuencia minima promotora para AA9,

, ., . .. : : . :
asi como su expresion en diversos tejidos mediante la induccién de este promotor determinado.

A su vez, la proteina codificada por el ADNc AA9 se encuentra en proceso de sobreexpresién en
bacterias, con el fin de poder obtener anticuerpos homélogos y detectar asi su expresién a nivel de
proteina, intentando correlacionar los datos de induccidn por los dos mecanismos de aceleracidn de la
germinacion.

Una vez teniendo el anticuerpo se plantea el analisis inmunocitolégico de la presencia de esta

! - 4 I # .
proteina durante la germinacién de maiz ya sea normal o acelerada, asi como en algunos otros tejidos
como en raiz, determinando su ubicacién en la célula y generando nueva informacién para conocer su

probable funcion dentro de la célula y durante la germinacion.
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APENDICE

Direcciones de internet

Pigina Consultada Nombre
hetp://www.itba.mi.cnr.it/webgene/ WebGene
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blast/blast.cgi | BLAST en NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih:80/entrez/ Entrez, Genbank
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gort/gorf.html OREF finder en NCBI
http://www.unl.edu/stc-95/ResTools/cmshp.html CMS Molecular Biology Resource
http://www.expasy.ch/tools/dna.html Expasy Translate Tool, Prosite
hotp://wwwisrec.isb-sib.ch/software/PFSCAN_form.html | Profile Scan Server
http://dodo.bioc.columbia.edu/pp/ The Predict Protein Server

http://www.williamstone.com/primers/nojavascript/ | Primer Design

http://expasy.cbr.nrc.ca/tools/protparam.html Protparam

Oligonucleétidos utilizados

Nombre Tamafio | Tm Secuencia
(bases) | (°C)*

Jvol 24 72 5" CGCAGT GGA ACTTAGTACTCA GCA-3’

Jvo2 24 70 5" GGT GAATCCTCA CTG CAA AAT GCA-3’

Jvo3 24 68 S GTTTCTCTATCATGTTTCTCGCCT-3’

AGGPORS5-3 19 62 5-GCT GCT TCC TCC CAG A-3’

Secuenciador-1*#* 20 67.4 5-GCT GCC AGA ACC CAA GTG GG-3’
Secuenciador-2** 20 67.7 5-GCC AAC AGA GCA GCC AAG GC3’
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g FORWARD 24 71 |5"-GGT GGC GAC GACTCC TGG AGCCCG3’

Ay REVERSE 24 59 |5-TTGACA CCAGACCAACTGGTAATG3’

M13 (40) FORWARD 23 55 |5-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’
M13 REVERSE 17 45 5°-CAG GAA ACA GCT ATG AC3’

*Calculada por el Método de Nearest Neighbor

*# No se cuenta con ellos porque solo se disefiaron para el secuenciador automatico.

Preparacién de Amortiguadores

Amortiguador DNasa |
Se preparan previamente Tris-HCl 1 M pH=8.4, MgCl,0.25M,KCl 0.25M y Na,-EDTA 0.5 M
pH =8.0. Se ajusta la concentracion de las soluciones con agua destilada estéril a: 0.5 M de Tris, 0.1 M de

MgCl,, 0.5 M de KCi y 0.025 M de Na,-EDTA, en condiciones estériles.

Amortiguador de Extracciédn

Se ajustan las concentraciones al volumen deseado a 100mM Tris-HCl pH=8.0, 50mMm
Na,-EDTA, 500mM NaCl, 10mM B-mercaptoetanol y 1.3% SDS.

TAE 50X
Se prepara previamente 0.5 M pH=8.0. Se pesan 242 g de Tris base y se miden 57.1 mL de 4cido

acético glacial, se agregan 100mL de 0.5 M pH=8.0 y se aforaa 1 L con agua desionizada.

TBE 5X
Se prepara previamente Na,-EDTA 0.5 M pH=8.0. Se pesan 54 g de Tris base y 27.5 g de acido
bérico, se les agrega 20 mL de Na,-EDTA 0.5M pH=8.0y se aforaa 1 L. Se esteriliza por autoclave.

$5C 20X
Se prepara agregando 882 g de citrato de sodio y 100 g de NaCl a 800 mL de agua desionizada,

se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 10 Ny se aforaa 1 L. Se esteriliza por autoclave.
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FGRB 10X
Se preparan previamente NaOH 2 N, acetato de sodio 3 M y Na,-EDTA 0.5M pH=8.0. Se pesan
53.2 g de MOPS y se miden 26.7 mL de acetato de sodio 3 M, ajustando el pH a 7.0. Posteriormente se
agregan 10 mL de Na-EDTA 0.5 M pH=8.0 y se afora con agua desionizada a 2 L. Se esteriliza por
filtraci6n. La concentracién final es de 0.1 M de MOPS, 0.04 M de acetato de sodio y 0.005 M de
Na,EDTA.

Preparacion de Soluciones

Gelatina 2%
Se prepara pesando 2 g de gelatina Q.P. y aforando a 100 mL con agua bidestilada. Se esteriliza

por filtracion o autoclave.

Agua Libre de RNasa
Se agrega 1 mL de DEPC por cada 1 L de agua bidestilada y desionizada, se agita por toda la

noche y se esteriliza 15 min a 20 p.s.i. en autoclave.

Solucién de BA 1102 m
Se disuelven 5.6 mg de BA (P.M. 225.3 g/mol) con 1 mL de NaOH 0.1 N en 5 mL de agua

bidestilada y desionizada, con aforo final de 25 mL.

Solucion Control para BA

Se prepara de la misma forma que la BA 10° M pero sin agregar BA.

$DS 20 %

Se pesan 20 g de SDS y se afora a 100 mL con agua desionizada calentando ligeramente. No es

necesario esterilizar.

Solucion Amortiguadora de Imbibicidon (SAl)

Se preparan previamerite soluciones de cloramfenicol 10 mg/mL, sacarosa 20 %, KC1 0.25 M,
MgCl, 0.25 mM, y Tris-HCl 1 M pH=7.5. Se prepara ajustando la concentracién de las soluciones a:
0.05M de Tris, 0.05M de KCl, 0.01 M de MgCl, y 2 % de sacarosa. Se esteriliza en autoclave y una vez
fria se agregan 10 pg/mL de cloramfenicol en condiciones estériles.

s v Sooee . . R - R IR T I e

69




H A TR Ll e [ g T AR R4 s i

Acrilamida para Secuenciacién (40%)
Se prepara pesando 380 g de acrilamida grado secuenciacién y 20 g de N, N'-metilen-
bisacrilamida, en 800 mL de agua bidestilada, se disuelven a 37 °C y se aforaa 1 L con agua bidestilada.
Se procede a la eliminacion de impurezas a través un filtro de nitrocelulosa dc 0.2-0.4 um | no se

necesita esterilidad pero es aconsejable.

Solucién Amortiguadora de Lisis (SAL)
Se preparan soluciones de NaCl 3 M, Na,-EDTA 0.5 M pH=8.0 y SDS 20%. Se prepara
ajustando la concentracion final a 0.15 M de NaCl, 0.01 M de Na,-EDTA y 0.5% de SDS con un

pH=8.0. Se prepara en el momento.

Solucién de Hibridacidén
Se prepara en el momento. Previamente se preparan soluciones de SDS 20%, Na,-EDTA 0.5M
pH=8.0, K,HPO, 1 My K,HPO, 1 M. Se miden 10.5 mL de KH;PO, 1 M, 10.5 mL de K,HPO, 1M,
24.5 mL de SDS 20 % y 140 uL de Na,EDTA 0.5 M pH=8.0, ajustando el volumen con agua
bidestilada a 70 mL.

Solucion 1
Glucosa 50mM, 25 mM Tris-HCly 10 mM NaEDTA pH=8.0. Se prepara en el momento y se

refrigera.

Solucién 1l

0.2NNaOH y 1 % de SDS. Se prepara en el momento y se dejaa T.A..

Solucién 1l
60 % acetato de potasio 5 M, 11.5 % de 4cido acético glacial y 28.5 % de agua

bidestilada/desionizada. Se prepara en el momento y se refrigera.
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Preparacién de Medios

Medio SM (Bacteridfagos)
Se prepara previamente solucidn de gelatina 2% y Tris-HCl 1 M pH=7.5. Se pesan 5.8 g de NaCl,
2 g de MgSO,#7H,0, y se agregan 50 mL de TrissHCl 1 M pH=7.5 y 5 mL de gelatina 2%, en

condiciones estériles, aforando a 1 L con agua desionizada. Se esteriliza por autoclave.

Medio SOB

Se prepara disolviendo 20 g de triptona o peptona de levadura, 5 g de extracto de levadura y 0.5
de NaCl en 950 mL de agua desionizada, se agregan 10 mL de KC1 0.25 M y se esteriliza por autoclave,
Después se adicionan en condiciones estériles 10 mL de MgCl, 1 M y 10 mL de MgSO, 1 M,

esterilizados por autoclave.

Medio SOC
Se prepara disolviendo 20 g de triptona o peptona de levadura, 5 g de extracto de levadura y 0.5
de NaCl en 950 mL de agua desionizada, se agregan 10 mL de KCI0.25 M y se esteriliza por autoclave.
Después se adicionan en condiciones estériles, 10 mL de glucosa 2 M y 10 mL de MgCl, 1 M,

esterilizados por filtracién.

Medio LB
Se disuelven 10g de triptona o peptona de levadura, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl
en 950 mL de agua desionizada, si es medio s6lido se agregan 15 g/L de agar, se ajusta el pH a 7.0 con
NaOH 2 Ny se afora a 1 L. Se esteriliza por autoclave. Las concentraciones finales son 1.0 % de

triptona o peptona, 0.5 % de extracto de levadura y 1.0 % de NaCl.

Medio de Crecimiento para Lisis (Cepa E. coli Y1090)
Se prepara de la misma forma que el medio LB, pero después de la esterilizacién se ajusta la

concentracion de soluciones para obtener concentracion de 0.01 M MgSO, y maltosa a 0.2 % estériles.

Medio TB
Pipes 10 mM, MnCl, 15 mM, KCl 250 mM. Se ajusta el pH a 6.7 con KOH 5 N antes de adicionar

el MnCl,.
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Medio Agar Suave (NZYDT)
Se prepara disolviendo 10 g de triptona o peptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 7 g

de agarosa (B.M.) en 950 mL de agua desionizada y se aforaa 1 L. Se esteriliza por autoclave.
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