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X.- RESUMEN 

Las raíces de las plan1"as vasculares 1"ienen en su ápice un grupo de células 

conocido como la cofia. Las funciones que se han a1"ribuído a la cofia son: 

pro1"eger al meristemo apical de la raíz. percibir estímulos ambientales y 

permitir el pa~o de la raíz a 1"ravés del suelo. pero poco se conoc;e de, los 

genes que puden estar involucrados. Para en1"ender las funciones de la cofia a 

nivel molecular fueron identificados varios genes a partir de una genoteca de. 

cDNA específica de cofia y DNA genómico de maíz. Se aislaron 1"res de es1"os 

genes. de los cuales dos son especifícos de cofia y el 1"ercero se expres~ 

además en la epidermis. Las secuencias de es1"os genes codifican para 

proteínas de la pared celular. que es una es1"ructura que contiene pro1"eínas y 

polisacáridos necesarios para el desarrollo de las plan1"as. por lo cual la 

caracterización de proteínas específicas de la cofia es una es1"ra1"égia 

importante para entender las funciones de este 1"ejido. 

El objetivo del presen1"e trabajo es carac1"erizar molecularmen1"e a nuevos 

genes de la cofia a partir de 1"res clonas específicas de cDNA denominadas 

C103. C109 y T101T. La secuencia completa de estas clonas. se ob1"uvo 

después de tamizar un banco genómico de maíz (1,380,000 pfu). del cual se 

ob1"uvieron varias clonas positivas. La caracterización de los inser1"os 

contenidos en estas clonas se llevó a cabo median1"e el análisis del pa1"rón de. 

res1"ricción y un análisis tipo Southern. Los fragmen1"os clonados fueron 

secuenciados en su to1"alidad. El análisis de las secuencias mos1"ró que la clona 

C109 codifica para un gen de maíz llamado ZmRCP2 cuya función no se. 

conoce. La clona C103 es homólogo a la enzima UDP-galac1"osa-4-epimerasa. 

cuya función en plan1"as es la producción de UDP-D-galac1"osa u1"ilizada en la 
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biosíntesis de polímeros de la pared celular, también se requiere durante el 

metabolismo de ciertos polisacáridos tales como los galactomananos, que se 

encuentran típicamente como la principal reserva de energía en el 

endospermo de algunas semillas leguminosas. Por último, la clona T101T no 

tiene homología con ningún gen reportado. de tal manera que no se conoce su 

función y se sugiere que se trata de un nuevo gen de maíz. 

.,.~~~: SON 
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ll. - ZNTRODUCCXÓN 

' ZZ.1. Organización general de las plan'tas 

Las plan-tas "tienen dos sistemas importantes, uno aéreo: el caulinar y o"tro 

subterráneo: el radicular. La porción aérea. incluye órganos "tales como las 

hojas, brotes, flores, y frutos. La porción radicular incluye aquellas partes de 

la planta que se encuen"tran por debajo del nivel del suelo, "tales como raíces. 

"tubérculos, bulbos y rizomas. 

El cuerpo de la plan"ta se origina de la semilla que contiene células 

embrio'narias que darán origen a "todos los tejidos de la nueva planta después 

del proceso de germinación. El embrión de la plan"ta presenta una raíz 'o 

radícula y un "tallo con uno o dos cotiledones u hojas germinales. En el 

extremo del tallo y de la raíz se encuentran los "tejidos meristemá"ticos que 

se encargan de la proliferación celular seguido por la diferenciación y 

crecimiento de estas células. Los órganos de los vegetales se componen de 

"tejidos o grupos de células que realizan actividades específicas. 

Las plan-tas están consti"tuídas por diferentes tipos de "tejiáos: meristemos y 

"tejidos adul"tos. El meris"temo podría definirse como la región donde ocurre la 

mitosis. un "tipo de división celular por la cual de una célula inicial se forman 

dos células hijas, con las mismas características y número cromosómico que la 

original. Los tejidos adultos "tienen tres "tipos básicos: el tejido fundamen"tal 

que cons"tituye el "tejido de sos"tén de la plan"ta, es"tá formado por parénquima. 

colénquima y esclerénquima. El tejido epidérmico, cubre las superficies 

externas de plan-tas y es el encargado de la protección del cuerpo de la 

planta, respiración. pasaje de la luz. etc. y el tejido vascular que está 

compues"to por dos "tejidos conductores: el xilema y el floema encargados del 

"transpor"te de nu"trientes, agua. hormonas y minerales dentro de la plan"ta. 

1 



ll.2. La Raíz 

La raíz es la porción inferior del eje de la planta. que se desarrolla 

normalmente bajo el suelo. Presenta formas variadas. relacionadas con sus 

funciones; actúa como anclaje de la planta. absorbe agua y minerales. permite 

la conducción del agua y los mineraies a las partes aéreas de la planta. 

almacena reservas alimenticias y produce hormonas. Las raíces pueden 

además enfrentar cambios en el medio ambiente a lo largo de su crecimiento. 

En el suelo pueden encontrar variacior:ies en humedad, temperatura, 

composición química y niveles de compactación.· Aunque estas variables 

ambientales pueden afec;tar sev~ramente diversos· procesos en las células 

meristemáticas. la. raíz completa puede contender con ellas y sobrevivir; las 

raíces son por lo tanto fuertemente homeostáticas. 

El desarrollo de la raíz inicia con la aparición de la radícula o raíz 

rudimentaria. en la punta de la radícula, en· la zona media del meristemo 

apical. se encuentra una región llamada zona quiescente donde hay muy poca o 

ninguna división celular. Todas las células alrededor de esta zona se dividen 

formando más células que derivan hacia la punta de la raíz y llegarán a formar 

parte de la cofia. Las células producidas del otro lado del meristemo apical. 

que forman diferentes columnas •. en algún momento dejan de dividirse y 

empiezan a elongarse; finalmente, dejan de crecer y maduran como células 

especializadas con funciones particulares. Estos eventos formarán los tejidos 

primarios de la raíz. El crecimiento de la raíz en el suelo se produce en la 

zona de elongación. En la zona de maduración. las células han alcanzado su 

tamaño máximo y se han diferenciado. 

~·ru..LA DE ORIGEN 
Podemos distinguir tres tipos de raíces de acuerdo a su origen: ra1ces 

primarias, raíces pivotantes derivadas de la radícula del embrión y raíces 

adventicias originadas de cualquier otra parte de la planta (tallo, peciolo. 

etc). En las dicotiledóneas y gimnospermas el sistema radicular es pivotante: 

consta de una raíz principal de la cual salen las raíces laterales. Las partes 
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maduras presentan crecimiento secundario y la absorción de agua se lleva a 

cabo por los extremo~. a través de los pelos radiculares. En las 

monocotiledóneas el sistema radicular es fasciculado, formado por un manojo 

de raíces adventicias originadas eri la base del tallo. las que pueden 

ramificarse pero nunca tienen crecimiento secundario. 

Existen grandes variaciones en cuan'to al tipo de raíz: raíces fibrosas, en. las 

que numerosas raíces secundarias se originan de la raíz principal como sucede 

en muchas plantas herbáceas perennes y especialmente en las gramíneas; 

raíces pivotantes, donde la raíz primaria crece y rápidamente produce ramas 

laterales, constituyendo el sistema radical principal de la planta; raíces 

adventicias, donde las raíces brotan de cualquier región de la planta. La 
utilidad de estas raíces adventicias es variada, absorben el agua y 

compuestos minerales y proporciona el sos'tén de la planta en el suelo. En 

maíz nacen raíces adventicias de varios nudos por encima del nivel del suelo; 

raíces axonoformas, tienen el eje preponderante, con raíces secundarias poco 

desarrolladas, como la del pino; raíces ramificadas. cuando la raíz principal se 

ramifica en primaria, éstas a su vez, vuelven a dividirse en secundarias, y así 

sucesivamente, como la del perejil; raíces fasciculadas, formadas por un haz 

de raíces, todas más o menos del mismo calibre como las del ajo. raíces 

tuberiformes. tienen forma de tubérculo, como la dalia; raíces aéreas. que 

viven en contacto con el aire, apoyándose sobre otros vegetales o piedras. 

pertenecen a plantas epífitas y no son parásitas porque se nutren por sí 

solas, ejemplos: orquídeas, clavel del aire; raíces acuáticas. que viven 

sumergidas en el agua, pero sin fijarse en el fondo. por lo general son muy 

reducidas porque desempeñan únicamente la fijación del vegetal. ya que la 

absorción la realiza por toda la superficie, ejemplos: repollito del agua. 

'T"'.""TC" CON 
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J:J:. 3. Es1'ruc1'ura de la raíz 

La ana'tomía interna de las raíces se observa examinando un cor'te longi'tudinal 

y 'transversal de una raíz. 

En el cor'te longi'tudinal. se dis'tinguen ·las zonas especializadas de desarrollo 

en las raíces: la cofia, el meris'temo apical. la zona de células de elongación y 

la zona de maduración (Figura 1). 

Figura 1. Cor'te longi'tudinal de una raíz de maíz mostrando sus zonas 
especializadas. CAP, cofia, MER. meris"temo apical, DEZ. zona de elongación 
dis'tal, EZ, zona de elongación, MAT, zona de maduración (J:shikawa y Evans, 
1995). . 

TESl~ ('.ON 
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• La cofia 

Las raíces de 'todas las ,plantas vasculares tienen en la punta un tejido 

distin'to conocido como la cofia. La cofia percibe y procesa varios estímulos 

ambientales tales como la gravedad, luz. humedad. obs'táculos, iones, 

'temperatura. e'tc .• cambiando la dirección del crecimien'to de la raíz en 

relación con el estímulo. Se han podido diferenciar dos 'tipos básicos de. 

construcción raíz-cofia. En raíces con 'tipo de cons'trucción abier"ta •. como en 

muchas dico"tiledóneas. no exis'te una distinción morfológica en'tre la raíz y la 

cofia. Por el con"trario, en raíces de cons"trucción cerrada, como en pastos. 

exis"te una separación morfológica distin'tiva. De es'ta manera cuando se 

examina una raíz con 'tipo de cons"trucción cerrada. 'tal diferencia nos permi'te. 

de-terminar con seguridad. el fin del meris"temo radical y el inicio de la cofia 

(Barlow. 1975). 

• Meris'temo apical (región de div.isión celular) 

El crecimien'to y diferenciación de la raíz es'tán controlados por la actividad 

del meristemo apical que da lugar a 'todos los 'tejidos de la raíz. El meris'temo 

está localizado sobre la periferia de una región inac'tiva conocida como e.1 

centro quiescen'te y en maíz, se producen diariamen'te en'tre. 10.000 y 20,000 

células nuevas. Las células del meris'temo se dividen de tal manera que. las 

células hijas in"teriores permanecen meris'temá'ticas y las células hijas 

ex'teriores después de varias divisiones se diferencian para dar lugar a los 

diversos tejidos de la raíz (Feldman. 1994). 

• Zona de elongación 

"' .... t°'T<"'. SON 
~L-..LLA DE ORIGEN 

La región de elongación 'tiene en'tre 1-10 milíme'tros e ongi"tud y se. 

carac'teriza por el crecimiento longitudinal de las células. En es"ta región 

también tienen lugar un número rela'tivamente pequeño de divisiones celulares 

y el principio de la diferenciación de células de diversos tipos. La región de. 

elongación se fusiona, en un extremo con el meristemo apical y en el otro. con 

la región de maduración. 
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• Zona de maduraci6n 

La región de maduración. usualmente tiene de uno a varios centímetros· de 

longitud. En este lugar las células han alcanzado esencia! .nente su tamaffo 

completo y gradualmente van teniendo su forma madura, así como su función 

(Cronquist. 1984). 

En el corte transversal (en la zona de . maduración). se distinguen los 

siguientes tejidos: epidermis. corteza. periciclo, xilema y floema (Figura 2). 

Zona de e1ongación 

-·- endodermis 

n-i~+++Hr--floerna 

corteza 

Figura 2. Corte transversal de una raíz en su zona de maduración (Curtís, 
1988). 

La epidermis, representa la totalidad de la superficie de la raíz joven, 

además, absorbe agua y sales del suelo y protege a los tejidos internos; las 
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células epidérmicas se carac"terizan por poseer delicadas emergencias 

"tubulares conocidas co~o pelos radicales. En seguida, se encuentra la 

corteza, es"ta región se encuentra formada por células de parénquima de 

forma algo irregular, con muchos espados intercelulares; la capa más interna 

de células de la cor"teza es la endodermis, tejido superficial que envuelve la 

región central de la raíz. En seguida de la endodermis se encuentra otra capa 

de células llamada periciclo; por división celular, el periciclo da origen a· las 

raíces laterales, que forman su salida a "través de la corteza y la epidermis. 

En el interior del periciclo, se encuen"tran los "tejidos vasculares; el xilema, 

transporta el agua a través de la planta y está formada por fibras y 

elementos de vasos, y el floema distribuye el alimento producido en las hojas 

hacia la raíz y otras partes de la planta. En los tejidos vasculares del cilindr~ 
central, el xilema está formando por cordones al"ternados con el floema; en 

dico"tiledóneas hay 4 ó 5 cordones o polos xilemáticos denominándose raíces 

tetrarcas o pen"tarcas; se denominan poliarcas cuando los polos son 

numerosos, lo cual ocurre en las monocotiledóneas. El límite en"tre el cilindro 

cen"tral y el córtex presenta dos estratos celulares: el externo es la 

endodermis (regula la entrada de sales disuel"tas en el agua) y el interno es el 

periciclo (encargado de originar las raíces la"terales y los meristemos 

secundarios en las raíces de dicotiledóneas). 

~~·-SON 
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ll.4. Cofia 

La cofia de la raíz (Figura 3 y 4A) percibe y procesa muchos es'tímulos del 

medio ambiente. su es'truc'tura "consiste en un grupo pequeffo de células 

especializadas organizadas en filas. (Figura 5). El número de células que 

conforman una cofia en crecimien'to ac'tivo generalmen'te se man'tiene 

cons'tan'te; sin embargo. las células son cont.inuamente renovadas y a lo largo 

del tiempo cambian su posición desde la capa más in'terna. adyacen'te al 

meristemo. hasta que se encuen'tra en la capa periférica, después de lo cual 

son liberadas y forman parte del mucílago. Las células periferícas liberadas al 

suelo permanecen vivas h~sta por, un mes. y su función aún no es'tá definida. 

exis'te una hipótesis que sugiere que estas células son capaces de mantener 

una comunicación intracelular con las células iniciales después de haber sido 

liberadas para inducir la división de nuevas células. (Zhang e't al .• 1995 .• 

Brigham e't al .• 1998). Además, en la rizosfera parece desempeffar un papel en 

la regulación de poblaciones de microorganismos que rodean a la raíz (Hawes 

y Lin. 1990., Hawes e't al .• 2000). 

ralz 

meriste.mo 

cofia cofia 

Figura 3. La cofia está formada por células dis'tintas a las del res'to de la 
raíz. El meristemo apical se localiza en la par'te superior donde inicia la cofia 
(Barlow. 1975). 

'j"T.'~T:: CON 
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En maíz, las células de la cofia provienen de una región meris"temá'tica 

conocida como el caliptrógeno; en es1"a región se encuen'tran las células con la 

mayor 1"asa de división mitótica de toda la planta. Una vez diferenciadas se 

pueden observar los es1"a1"ocitos (células que perciben la gravedad), en las 

cuales resal1"a la posición del núcleo en la parte proximal y amiloplas1"os y 
retículo endoplásmico en la posición distal. (Figura 48). 

Posteriormente, en la capa periférica se localizan los dictiosomas (Figura 4C), 

que se encargan de la secreción del mucílago. Es1"os se encuentran en la par1"e 

distal produciendo vesículas llenas de mucílago que al fusionarse con la 

membrana plasmá1"ica liberan su con1"enido (Sievers y Hensel 1991). Por úl1"imo 

las células de la periferia son liberadas debido a que sus paredes celulares 

son degradadas; en este estado pasan a formar par'te del mucílago. Los 

produc1"os de la secreción del mucílago difieren en varias especies 

estudiadas, pero sus componen1"es esenciales son polisacáridos y proteínas 

(Rougier, 1981). Los azúcares más abundan1"es son glucosa, galac1"osa y 

arabinosa, y en menor cantidad de ácido urónico y fucosa que cons"ti1"uye el 

20% y 30'Yo del mucílago de maíz, siendo menor su concen1"ración en o1"ras 

plantas (Chaboud, 1983). El mucílago participa en varios procesos fisiológicos 

de la raíz y aunque no se sabe con exacti1"ud, se le atribuyen varias funciones 

como el mantenimien1"o del con1"ac1"o plan1"a-suelo, prevención con1"ra la 

desecación de la raíz, pro1"ección con1"ra agentes patógenos, estabilización de 

agregados de par'tÍculas del suelo y la acumulación selec1"iva de iones con'tra 

aluminio (Oades, 1978., Bengough e't al., 1997). 

l~.i..Á DE ORIGEN 
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A) B) 

estatocito 

C) 

""~SIS CON 
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Figura 4. A) Cofia. Cada célula (estatocito) es generada por divisiones 
meristemáticas. La flecha denota la dirección de la gravedad. B) Es1'a1'oci1'o. 
El núcleo (N) se encuentra en la porción proximal y el re'tículo endoplásmico 
(RE) en la porción dis'tal. Los amiloplastos (a: almidón) se ubican sobre el 
ret"ículo endoplásmico (Sievers y Hensel, 1991). C) Los dic'tiosomas (d) 
producen vesículas llenas de mucílago que se liberan al fusionarse con la 
membrana plasmát"ica. La secreción es marcada por las flechas. N, núcleo; V, 
vacuolas; a. amiloplastos (Sievers y Hensel. 1991). 
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CÉLULAS DE LA 
COFIA YSUS 
FUNCIONES·· 

1.- División celular 

de la periferia 
mucílago 

meristemo 
dela~z 

meristemo 
de la cofia 

Figura 5. Es1"ruc1"ura y desarrollo de la cofia (Barlow, 1975). La división 
celular ocurre en el meris1"emo de la cofia. las células renovadas se desplazan 
hacia la periferia de la cofia. después son liberadas y forman par1"e del 
mucílago. La región de la columela cons1"a de células ricas en amiloplas1"os 
denominadas es1"a1"oci1"os. El 1"iempo requerido para renovar comple1"amen1"e la 
cofia es desde 1 a 7 días, dependiendo de las condiciones del crecimien1"o 
(Barlow, 1978; Clowes 1976, 1980). 
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Las cofias, especialmente de maíz, producen abundante mucílago que puede 

disminuir o aumentar en respuesta al cambio de humedad (Guinel y McCully. 

1986). Sin embargo, al remover el mucílago de las raíces de maíz no afecta a 

los estímulos hidrotrópico y gravitrópico, (Takahashi et al., 1991). Se 

hipotetiza que tanto la producción· de mucílago como el fenómeno del 

hidrotropismo son una de las tantas características específicas de la cofia 

que están ·asociadas con las adaptaciones de las plantas a diversos ambientes 

.en el suelo. 

• Funciones 

Las funciones que se han atribuído a la cofia son: 1) proteger al meristemo 

apical de la raíz, 2) percibir estímulos ambientales, y 3) permitir el paso de la 

raíz en crecimiento a través del suelo. Las dos primeras funciones se 

observan en la cofia de todas las plantas, sean éstas terrestres, aéreas, o 

acuáticas. En cuanto a la última función. Haberlandt (1914). seí'íaló que el 

mucílago secretado por las células periféricas de la cofia. funciona como 

lubricante facilitando el paso de la raíz a través del suelo. Darwin (1880). 

describió otras funciones de la cofia como son la sensibilidad a la gravedad 

(gravitropismo), a los gradientes de humedad (hidrotropismo), a la luz 

(fototropismo). al tacto (tigmotropismo) y a la temperatura (termotropismo). 

• Tropismos 

Las plantas carecen de órganos de los sentidos pero son sensibles a 

diferentes estímulos del medio y reaccionan fundamentalmente mediante 

movimien"tos de crecimiento o tropismos. Si crecen hacia el estímulo el 

tropismo es posi"tivo, si crecen en con"tra del es"tímulo el "tropismo es negativo. 

Las respuestas a los diferen"tes tropismos varían continuamente por las 

diferencias que exis"ten en el medio ambien"te, como son: gradientes de 

humedad, distribución de nutrientes, calor, luz y oxígeno, entre otros. Según 

el "tipo de estímulo, se pueden diferenciar distintos tipos de tropismos que a 

continuación se mencionan. 

1 TESIS CON 1 
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Gravi'tropismo 

Es un "tipo de respues"ta q,_.e corresponde a los movimien"tos de los órganos de 

una plan"ta inducidos y orien"tados por la acción de la gravedad. En una planta, 

el "tallo y la raíz son afectados por es"te es"tímulo. El "tallo crece en sentido 

opues"to a la fuerza de gravedad, por lo tanto presen"ta un gravitropismo 

nega"tivo. Por el con"trario, la raíz crece pene"trando la "tierra, en lo que 

cons"ti"tuye un .. gravi"tropismo posi"tivo. Es"te "tipo de respues"ta asegura la 

función que "tiene la raíz que es absorber el agua y las sales minerales, y 

además permite fijar y dar firmeza a la plan"ta. Ac"tualmen"te, varios au"tores 

describen tres fases en el fenómeno de gravi"tropismo: la percepción del 

es"tímulo (sensor de la gravedad). "transducción de la seffal (flujo de 

información) y la respues"ta de la raíz (curva"tura) (Feldman, 1985). 

La percepción de la gravedad ocurre en la cofia (Darwin, 1880 y Juniper e"t 

al., 1966), en la que probablemente par"ticipe en la sedimen"tación de los 

amiloplas"tos en los es"tatoci"tos (Wilkins, 1984), aunque exis"ten discrepancias 

acerca de su mecanismo. Se cree que la porción de la cofia capaz de de"tec"tar 

la gravedad es la zona central, denominada columela; ésta cons"ta de células 

ricas en amiloplas"tos densos, reple"tos de gránulos de almidón. En las raíces 

orien"tadas ver"ticalmen"te, los amiloplas"tos se si"túan en el ex"tremo inferior de 

las células de la columela, hacia el ápice radicular. Segundos después de que 

las raíces reciben el es"tímulo gravitrópico, los amiloplas"tos de la columela 

abandonan su posición an"terior y se si"túan a lo largo de lo que entonces es la 

nueva pared inferior de las células (Figura 6), es"te fenómeno de 

sedimentación parece desencadenar una serie de "transducción de seffales que 

curvan la raíz. como la ac"tivación de canales de calcio y muchos otros even"tos 

que aún no han sido "to"talmen"te iden"tificados (Legue e"t al., 1997). 
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Estatocito '.---. Reorientación 

~ 
G 

RE 

Amiloplastos 

Figura 6. Esquema de los estatoci"tos con la dis"tribución propues"ta en la cofia 
de amiloplas"tos y re"tículo endoplásmico (RE) en relación a la gravedad (G) 
(Feldman, 1985). 
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En raíces que no responden a la gravedad. porque se les ha seccionado la 

cofia. la recuperación d~ la sensibilidad a la gravedad es"tá direc"tamen"te 

ligada a la formación y es"tablecimien'to de nuevos amiloplas"tos (Barlow y 

Grundwag. 1974). En 1989, Caspar y Pickard reportaron que una mu"tan"te de 

Arabidopsis 'thaliana que no almacena almidón fue capaz de responder al 

es"tímulo gravi"trópico. aunque con menos in"tensidad. Simul"táneamen"te, Kiss e't 

al. (1989) indicaron que aún los amiloplas"tos sin almidón podrían funcionar 

como es"ta"toli"tos. La a"tribución que se le da a los es"ta"tocitos como sensores 

de la gravedad se refuerza con experimen"tos de ablación con rayo laser en 

los que se destruyen las células cen"trales de la columela en la raíz de 

Arabidopsis y se disminuye drás"ticamen"te la respues"ta gravi"trópica 

(Blancaflor e't al .• 1998). La ablación de las células de la periferia de la cofia 

y células del ápice no al"teraron la curva-tura de la raíz. La ablación de células 

más in-ternas correspondien"tes a la columela causan una fuer"te inhibición en 

el efec"to de la curvatura de la raíz sin afec"tar la velocidad del crecimien"to. 

Existen varias "teorías acerca de lo que pasa después de que los amiloplastos 

se sedimen"tan en un lugar diferen"te al original. Se cree que al obedecer la 

fuerza de gravedad. se desplazan hacia el nuevo lado inferior y son de-tenidos 

por una inmensa red de microfilamentos de ac"tina conectados a una región 

del es"ta'toci"to rica en micro"túbulos. re"tículo endoplásmico y membranas de 

los elemen"tos del ci"toesquele"to provocando la salida de iones de calcio. 

(Pickard, 1985 .• Volkmann e't al .• 1991). Evans e't al. (1986) proponen que el 

calcio liberado ac"tiva el sis-tema de "transpor"te del ácido indol acé"tico (:CA.A) 

de una célula a o'tra hacia la porción inferior de la cofia. Sin embargo no 

existen evidencias sobre la in"teracción de los amiloplas'tos con los 

microfilamen'tos. Sobre las moléculas que in"tervienen en la "transducción de 

la señal aún quedan muchas dudas; lo que sí se sabe es que el gravi"tropismo en 

raíces es eliminado al ser expues"tas a elemen"tos quelan"tes de calcio y/o 

algunos bloquedores de canales de calcio. 

.....,.,..T':' rrQN 

1'r;__.!..A DE OµJGEN _, 
15 



La transducción es la fase intermedia de la respuesta gravitrópica; involucra 

la comunicación de la dirección de la fuerza de gravedad en la cofia, desdé el 

lugar donde se percibe hasta la región donde la raíz se curva. Se cree que el 

calcio es un segundo mensajero en la respuesta gravitrópica. Chandra e't al 

(1982). demos"traron mediante técnica~ microscópicas que el calcio (Ca
2
•) se 

encuentra presente en los amiloplastos de las cofias de maíz, chícharo (Pisum 

sat"ivum) y lechuga (Lactuca sativa). Pos"teriormente Evans y sus 

colaboradores (ci"tados por Lee e't al ... 1983, 1984) y Roux (1984), 

presentaron evidencias de que el calcio "tiene un papel importan"te en la 

de"tección de la gravedad para c~rvar la raíz. Lee e't al. (1983) demos"traron 

que el calcio podía descender por el interior de la cofia. Aplicaron calcio 

radioac"tivo a las raíces del maíz. orientaron las raíces en ver"tical y 

horizontalmen"te y midieron el movimiento de los iones radioactivos. En las 

raíces orientadas ver"ticalmente, los iones radiac"tivos de calcio mostraban 

una distribución uniforme. En las raíces horizontales, por el contrario, el 

calcio radioactivo se desplazó hacia el lado inferior de la raíz. Por otra parte, 

Evans e't al. (1986) aplicaron EDTA (que se une al calcio y lo inmoviliza) a las 

cofias de raíces de maíz y observaron que las raíces tratadas siguieron 

creciendo normalmente, pero perdieron toda sensibilidad a la gravedad. 
/·' 

mientras que al eliminar el EDTA y remplazarlo por calcio, la capacidad de 

respuesta a la gravedad se recuperaba. 
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La curvatura, es la fase final de la respuesta gravitrópica y resulta de la 

reorientación de la raíz e,n relación al vector de gravedad. Cuando la raíz es 

orientada en forma vertical, crece de forma uniforme, por el contrario, 

cuando la colocamos en forma horizontal. el lado superior crece más que el 

inferior; el crecimiento más lento de la parte inferior curva la raíz hacia 

abajo. Este cambio en el crecimiento diferencial de alguna manera genera una 

señal química o eléctrica en la cofia que produce la curvatura ·hacia la 

dirección de la gravedad {Moore et" al., 1989). 

La hipótesis de Cholodny-Went propone que la curvatura resulta de la 

acumulación de alguna hormona inhibidora del crecimiento, en el lado inferior 

de la zona de elongación. En general se propone que el ácido indol acético 

{IAA) y el ácido abscísico {ABA) pudieran ser los responsables del inicio de 

esta reacción {Went y Thimann, 1937). Cuando una raíz es colocada en 

posición horizontal, la auxina se redistribuye por el lado inferior de la raíz, 

esta redistribución promueve el crecimiento en el lado superior e inhibe en el 

lado inferior de las raíces, resultando en una curvatura, ver figura 7 

{Hasenstein ef" al .• 1991). El transporte de auxinas está claramente 

involucrado en el gravitropismo de las raíces, los inhibidores del transporte 

de auxina tales como el ácido N-(1-naftil)talámico {NPA) y ácido tri­

idobenzoico {TIBA) inhiben la curvatura de la raíz {Lee ef" al., 1984, Evans et" 

al., 1992, Muday y Haworth, 1994). No obstante, la regulación del transporte 

de auxinas durante la gravirespuesta se desconoce. Se sugiere que la 

gravirespuesta y la reorientación de los microtubulos del citoesqueleto 

dependen del contenido de auxinas de la raíz {Blancaflor y Hasenstein, 1995). 

Sin embargo la destrucción de los microfilamentos con taxol y orizalina no 

inhiben el transporte de auxina y confirma que no es requerido para la 

curvatura gravitrópica {Hasenstein ef" al, 1999). Por otro lado, la destrucción 

de actina con latrunculina B {Lat B) aumenta la gravirespuesta en la raíz de 

maíz {Hou Guichuan et" al .• 2003). 
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A) Orientación vertical 

Estela 

células de cofia 
en crecimiento 

Estatolitos 

altos niveles de XAA 
inhibe el 

crecimiento 

Zona de. 
elorigació" 

Cofia 

bajos niveles de XAA 
estimula el 

Figura 7. Esquema de la curvatura de la raíz. se propone que la curvatura 
resulta de la acumulación de alguna hormona inhibidora del crecimiento. 
Cuando la raíz es colocada en posición horizontal. la auxina promueve el 
crecimiento del lado superior de la raíz e inhibe el del lado resultando en una 
curvatura (Hasenstein e"t al .• 1991). 
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Hidro'tropismo 

Es el movimien1'o que reali,zan las raíces hacia gradien'tes de mayor humedad. 

La primera demos1'ración del hidro1'ropismo en raíces fue por Knigh't en 1811, 

y Sachs en 1872. Es1'e úl1'imo au1'or, plan1'ó semillas en una canas'ta colgan'te 

de malla llena de aserrín inclinado ligeramen'te, las plán1'ulas de chícharo eran 

colgadas y sus raíces al elongarse no obedecían la fuerza de gravedad, 

permaneciendo .. adheridas al cilindro húmedo {Figura 8). Darwin (1880) uso el 

mé1'odo de Sachs y 1'ambién demos1'ró hidro1'ropismo posi1'ivo en raíces de 

Phaseolus vulgaris, Vicia faba, Avena sa'tiva y Triticum aes'tivum. Muchos 

1'rabajos hacen referencia del hidro1'ropismo posi1'ivo en raíces pero no han 

medido' los gradien1'es de humedad alrededor de las raíces. Hooker (1915) 

cons1'ruyó un higróme1'ro para de1'erminar el gradien1'e de humedad requerido 

para la inducción del hidro1'ropismo y es1'udió es1'e fenómeno, aplicando 

gradien1'es de humedad u1'ilizando papel fil'tro con diferen1'es 

concen1'raciones de ácido sulfúrico en el lado con1'rario de las raíces, 

u1'ilizando higróme1'ros para asegurarse de las concen1'raciones de humedad. 

l 
g 

Figura 8. Hidrof'ropismo en raíces, demosf'rado por la f'écnica de Sachs 
(1872), cuando las raíces emergen de abajo del cilindro de malla se desvían 
de la fuerza de gravedad permaneciendo adheridas al cilindro húmedo. 
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Al igual que para la percepción .del estfmulo gravitacional. la localización del 

sistema sensorial del hidrotropismo es encontrado en la cofia (Jaffe et_. al .• 

1985). de tal manera que basta con removerla para que las rafees no dirijan 

su· crecimiento hacia el gradiente de mayor humedad. Los estudios sobre el 

hidrotropismo han sido diffciles de realizar. principalmente por la interacción 

que mantiene con e·1 gravitropismo. que depende de la intensidad de uno o 

ambos estfmulos (Takahashi y Scott 1991; Takahashi et al .• 1992a, 1992b • 

. 1996). Por esta razón. fue necesario selec;:cionar mutantes insensibles a la 

gravedad como la mutante de chfeharo ageotropum. que permite analizar al 

hidrotropismo sin que ex,ista la i~terferencia con el· gravitropismo (Jaffe et 

al .. 1985). Las rafees de ageotropum responden hidrotrópicomente pero no 

gravitrópicamente. cuando ageotropum es introducido en una cámara cerrada 

con humedad relativa entre 98 y 86% con sus rafees en vermiculita seca; las 

rafees emergen de la vermiculita. Sin embargo, cuando no existe humedad 

relativa en la cámara. las raíces emergen pero después se doblan hacia la 

vermiculita húmeda. 

Se demostró también que en la zona de elongación no existe percepción a 

gradientes de humedad (Takano et al .• 1995). Cuando la rafz de la mutante 

ageotropum es cortada a 1.5 .Y 2 mm de la punto ya no responde 

hidrotrópicamente (Jaffe et al .. 1985; Takahashi y Suge. 1991). Estos 

resultados indican que las células que perciben los gradientes de humedad se 

encuentran en la cofia. Aunque se sabe que es .en esta parte. no se sabe 

cuales células ni que mecanismos se llevan a cabo para la percepción de los 

gradientes. 

La transmisión de la señal hidrotrópica de la cofia a la región de elongación. 

se estudió con la curvatura hidrotrópica de ageotropum y la gravitrópica de 

la variedad Alaska; los resultados indican que las curvaturas son totalmente 

inhibidas si las rafees son tratadas previamente con EGTA que es un agente 

quelante de calcio. Sin embargo, si el EGTA es re.emplazado antes de la 
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hidroestimulación por calcio en solución. 1.,s raíces recobran la capacidad de 

respuesta (Takano et al., ~997). Por otro lado se demostró que el lantano. que 

es un bloqueador de canales de calcio. también inhibe la curvat'ura 

hidrotrópica y otros como nifedipina y verapimil no le afectan (Takano e't al., 
1997). Estos resultados indican que el calcio apoplástico y la ent'rada de 

calcio a través de la membrana plasmática y algunos tipos de canales de calcio 

están involucrados en la señalización del hidrotropismo. Estos mecanismos de 

transducción pueden causar cambios en la extensibilidad de la pared celular 

para finalmente diferenciar el crecimiento en la región de elongación. 

Takahashi y colaboradores en 1999 aislaron un gen llamado endoxiloglucan 

transfersa (EXGT) por transcriptasa reversa (RT)-PCR usando poly(A).RNA 

de raíz de chícharo ageotropum, la función de este gen es la regulación del 

crecimiento celular y se propone que puede ser utilizado como marcador para 

estudiar la relación entre los mecanismos de transducción y el crecimient'o 

diferencial en el hidrotropismo. 

La caracterización de mutantes que afect'e alguna función de la cofia, tal 

como hidrotropismo, proveerá información sobre los procesos fisiológicos 

principales involucrados en est'e fenómeno. Recientement'e, Eapen, D. y 

colaboradores (2003). desarrollaron un sistema de •screening" con un 

gradiente po'tencial de aguo para el aislamien'to de mu'tan'tes de Arabidopsis 

cuyas raíces responden negativamente al estímulo hidrotrópico. Se aisló una 

mutante llamada nhrl (no hydrotropic response) que cont'inúa su desarrollo 

hacia el medio con el po'tencial de agua más bajo contrariament'e al 

hidro-tropismo positivo. 
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Tigmo'tropismo 

En es'te 'tipo de respues'ta, el es'tímulo de'tec'tado por la pun'ta de raíces, o ios 

'tallos y/o hojas es el con'tac'to físico. En el suelo, la dirección del 

cre'cimien'to de las raíces frecuen'temen'te es al'terada, para escapar de los 

obs'táculos que se a-traviesan en su camino. El mecanismo por el cual escapan 

las raíces de los obs'táculos no ha sido muy es'tudiado por la dificul'tad de 

man'tener cons'tan'te un es'tímulo tigmo'trópico en las raíces y por la 

in'teracción que man'tiene con o'tros es'tímulps del medio ambien'te como por 

ejemplo la gravedad (Figura 9). Los sis'temas que responden a la presencia de 

obs'táculos y a la gravedad, pudier~n 'tener elemen'tos comunes. 

Okada y Shimura (1990), repor'tan que las raíces de Arabidopsis que crecen a 

lo largo de una superficie de agar en un ángulo de 45°. desarrollan una 

ondulación como resul'tado de una reversión periódica de ro'tación de la pun'ta 

de las raíces que es'tán en con'tac'to con el agar. Por o'tro lado, Ishikawa y 

Evans (1992), concluyen que la curva'tura de las raíces resul'ta de una 

respues'ta 'tigmo'trópica es'timulada al aplicar calcio. Parece ser que el calcio 

'tiene un papel funcional en la percepción del obs'táculo, pero no se sabe 

'todavía donde y cómo 'tales manipulaciones de calcio ac'túan a nivel celular 

(Fasano, J.M e~ al .• 2002). O'tro fac'tor que podría provocar una respues'ta 

'tigmo'trópica es el pH que puede al'terar la pared de las células de la cofia y 

de la zona de elongación (Fasano J.M e~ al .• 2001). 
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Figura 9. In'teracción del 'tigmo'tropismo y el gravi'tropismo en la raíz 
primaria de Arabidopsis 'fhaliana. El crecimien"to la'teral a 'través de la 
barrera represen'ta una respues'ta en'tre el crecimien'to gravi'tropico y la 
información del obstáculo que percibe la cofia (Fasano e'f al., 2002). Tamaffo 
de la barra=lmm. 
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• Fo'to'tropismo 

Implica el crecimiento de la planta orien'tado por un estímulo luminoso. CÓda 

parte de ella responde de distinta forma a este es'tímulo. En el caso del 'tallo, 

se 'observa un fototropismo positivo, porque crece hacia la fuente luminosa. 

En las hojas, se aprecia una reacción muy interesante .. Estas adoptan 

diferentes posiciones que les permiten captar mejor la luz del sol. Además, 

los granos de clorofila que poseen también se desplazan en dirección a los 

rayos solares y es'to permite hacer más efi~iente el proceso de fotosín'tesis. 

La raíz, en cambio, presenta un fototropismo negativo y se ha discutido 

mucho la necesidad de. luz en . la gravireacción porque la luz inhibe el 

crecimiento de la raíz ya que estás están ocultas en la 'tierra, sin embargo, 

Mandoli et al (1990) demostraron que la luz es capaz de pene'trar varios 

milímetros dentro del suelo. 

En el fototropismo las plantas responden con un crecimiento desigual, 

inducido por un cambio asimétrico de la luz que recibe la planta, de forma que 

provoca diferentes intensidades de crecimiento en la parte obscura y en la 

iluminada. Como consecuencia de es'to, la respuesta fototrópica se manifiesta 

por una curvatura de la planta orientada por la luz. En 1880, Darwin 

descubrió que las puntas de las piar.itas se curvan primero y que la curvatura 

se extiende gradualmente hacia abajo a lo largo del 'tallo. Cubriendo las---~ 
~ puntas con papel estaño se evitó la curvatura de la punta, por lo que concluyó ~ 

que algún factor se transmitía desde la punta de la planta a las regiones g ~ 
inferiores causando la curva'tura de la misma. Por otro lado, en los affos 20, ~ 'S 
Cholodny especuló que la asimetría del crecimiento que provocaba la ~ ~ 
curvatura fototrópica era debida a una distribución asimétrica de la auxina •-

desde la parte iluminada a la oscura, esto fue demostrado por Went en 1926 

por lo que se le conoce como la teoría de Cholodny-Wen't. Según esta 

interpretación, las diferencias de crecimiento se deben un gradien'te de 

concentración de auxina, que es superior en la par'te oscura sobre la 

iluminada. 
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El transporte polar de auxina puede ser inhibido a través de la aplicación de 

fito'tropinas como el NP". Philip J.J y colaboradores crecieron plan'tas de 

Arabidopsis 'thaliana con luz en un medio que contiene NPA y observaron que 

la elongación del hipocó'tilo. la raíz y el gravi'tropismo son fuer'temente 

inhibidas. Cuando crecen en la obscuridad, el NPA in'terrumpe la respuesta de 

gravedad pero no afecta la elongación. Estos resultados indican que la luz 

tiene un efecto significativo sobre la inhibición inducida por ·NPA· en 

Arabidopsis 'thaliana y se sugiere que la auxina .'tiene más importancia en 

respuestas de elongación en crecimiento con luz que en crecimiento en la 

obscuridad. Del mismo modo, en 1997, Watahiki M.K y colaboradores aislaron 

una mu1-an'te insensible a :IAA (msgl) que no experimen'tó curvatura en el 

crecimien'to del hipocótilo en ninguna de las concen'traciones de :IAA 

probadas, por lo anterior se sugiere que la auxina es'tá implicada en los 

procesos de crecimiento diferencial en Arabidopsis 'thaliana. 

Las plantas tienen varios recep'tores a la luz azul, que regulan diferentes 

aspectos de crecimien'to y desarrollo. En recientes es'tudios se han 

iden'tificado una clase nueva de receptores cinasa que son exclusivos de 

plan'tas; fo'totropina 1 (PHOT1) y fo'to'tropina 2 (PHOT2) (Briggs W.R. ef' al .• 

2001; Winslow R, e't al .• 2002). En arabidopsis. PHOT1 y PHOT2 median no 

sólo el fo'totropismo. sino que 'también inducen la migración de cloroplastos y 

la apertura de estomas. Los receptores pho't 1 y pho't 2 'tienen dos dominios 

LOV (regulados por luz. oxígeno o vol'taje). un dominio cinasa y actividad de 

autofosforilación y funcionan como un fotorecep'tor para el fototropismo. 

O'tros receptores reportados son los criptocromos 1 y 2 (CRY1 y CRY2) que 

se sugiere funcionan también como fotorecep'tores para el fo'to'tropismo 

(Ahmad. M. e't al .• 1998). sin embargo estudios subsecuen'tes demuestran que 

la doble mutante cry1-cry2 conserva foto'tropismo normal sobre un rango 

grande de 'tratamientos con luz (Lasceve, G. e'f al., 1999). Los crip'tocromos 1 

y 2 son recep'tores que regulan el crecimien'to del hipocó'tilo y el tiempo de 

floración; mientras que los fototropinas median el fototropismo en respues'ta 
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a la luz azul. Además el fitocrom~ A también media varias respues'tas a la luz 

azul (Chen'tao Lin, 2000, Todd Mockler. et al .• 2003). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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:tl:J:. :- ANTECEDENTES 

J:J:J:.J:. Aislamien'to de genes específicos de la cofia 

Se aislaron nueve clonas a partir de un tamizado diferencial en un banco de 

cDNA A.GEM-4 específico de cofia de maíz utilizando como sondas los DNAs 

complementarios al RNA mensajero. Para identificar cuales de las nueve 

clonas son comunes. cada clona fue analizada por hibridación tipo Southern 

contra las ocho clonas de cDNA restantes. Este análisis reveló que la clona 

denominada C109 hibridaba con tres clonas (Cl04, Cl31 y Cl34), la clona 

llamada Cl23 hibridaba con dos clonas (Clll y ClOl) y la clona TlOlT 

hibridaba con una clona (TC101), sugiriendo que es'tos genes son altamente 

expresados en la cofia. Por otro lado, las clonas Cl03 y Cl06 no mues'tran 

homología con el resto de las clonas. De este modo. finalmente se aislaron 

cinco clonas diferentes: C109, Cl23, C106, C103 y TlOlT. 

Un análisis anterior por hibridación tipo Nor'thern con diferentes 'tejidos de 

maíz (raíz, cofia y hoja) indicó que las clonas Cl09, C123 y C106 se expresan 

únicamente en la cofia de la raíz. mientras que la expresión de la clona TlOlT 

no se encuentra en ningún 'tejido, lo cual podría deberse a que 'tiene una 

secuencia rica en AT en la región 3' no 'traducible. característica que 

presentan algunos RNAs mensajeros de vida corta o simplemente a que su 

RNA mensajero tiene un nivel de expresión muy bajo. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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J:J::t.:t:I:. Análisis de las secuencias de las clonas C109. C123 y· C106 de 

cofia 

La clona de cDNA C109 tiene una secuencia parcial de 982 pb. que codifica 

para dos posibles marcos de lectura abierto. El marco de mayor longitud 

predice una proteína clásica arabinogcilacf'ana (AGPs) con 31% de idenf'idad. 

mienf'ras que el marco de menor longif'ud. es casi idénf'ico a una prof'eína 

llamada ZmRCP2 reportada en maíz ·que presenf'a un mof'ivo conservado de 

cisteínas (Maf'suyama et" al .• 1999b). 

Las AGPs son proteoglicar:ios de al,to peso molecular que usualmente conf'ienen 

10% de prof'eína rica en prolina. alanina. serina y treonina y una porción alf'a 

en carbohidratos (90.,,o) como galacf'osa. arabinosa. ácido urónico. glucosa. 

ramnosa. manosa y glucosamina. A pesar de su abundancia y exf'ensa 

distribución en planf'as no hay evidencias definif'ivas para su función aunque 

se cree que están implicadas en el crecimiento y desarrollo. Las AGPs clásicas 

contienen una estrucf'ura que incluyen la secuencia señal de anclaje-GPI: 

(glicosilfosfaf'idilnositol) (Figura 10). 

Sitio de corte 

N-terminal 
Señal de secreción ! 
NH2~ 

Dominio rico en s A 
Pro. Ala. Ser. Tre N G 

85-171 aa A T 

G S 
[) 

e 

Espacio 
de418 aa 

COOH 

Cola hidrofóbica 
14-18 ªª 

Residuo conservado 
R. - arginina 

IC - lisina 
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Figura 10. Esf'rucf'ura de las AGPs clásicas. :Incluye la secuencia señal de 
anclaje-GPI:. 
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En animales. es'ta señal provee una al'terna'tiva al dominio 'transmembranal 

para anclar pro'teínas a I~ superficie celular. Las pro'teínas con anclaje. GPX 

par'ticipan en diferen'tes vías de 'transducci6n de. seffale.s. Por o'tro lado, ya se. 

han clasificado genes de plan'tas que 'tienen homología con varios genes de 

animales y levaduras que codifican para AGPs clásicas (Tabla 1). En la 'tabla 1 

se incluye la clona de cDNA C109 ya que tiene las carac'terís'ticas de las AGPs 

clásicas como el amino 'terminal hidrof6bico seguido por un dominio rico en 

prolina. alanina. serina o 'treonina. un carboxilo 'terminal donde e.s'tá la señal 

de anclaje-GPX. seguido por un espacio de 4 a 8 aminoácidos y una cola 

hidrof6bica de 14 a 18 aminoácidos. 

Tabla i. Secuencias de AGPs clásicas que con'tienen una seffal de anclaje de 

GPX. 

CLONAS SEÑAL DE ANCLAJE-6PI 

C109. Zea maysc TPRPAS tsPL TAPWRVTRRLAVAVTTALLWCQRSLASPVPVAWVAKAWCARSNQGGVL 

AGPNal. Nicotiana a/atab PTSSPN. AASLNRVAVAGSAVVAIFAASLMF 

A6Pc1. l'yMIS cotntnUllisb DAIPPsY GTSAISRVAIAGTALAGVFFAIVLA 

Ptx3H6. Pinus taeda e SPSSVSY GASVTSNLEKAAIL TAALAAVFFL 

BnSto39-4. Brassica napusc PEVLDG •sATNVKLSIAGTVAAVGFFFFSL 

e SLNDEsY GAEKLKMLGSLVAGWAVMSWLLF L.eA6P1 ).icopersican escu/entum 

pCK-H6. 6assypium hirsutumc AGTDTst GANQMWTVQKMMGSLAMGWALLNLMV 

pPsENOD!5. Pisumsati'llUlfl e 
S t GAAAGHGFIVWLGASLPMLMFUWL 

AtA6P1. ArabidopsisthailiOllOc PGPAQG + GAVSNICFASFGSVAVML TAAVLVI 

+ Sitio de corte 
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Donde: AtAGPl -5 . Obtenidos por ESTs 

b Confirmado experimentalmente 
c Dominio Transmembranal 

Basado en proteínas codificados por clonas de cDNA 
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Por otro lado, la proteína ZmRCP2 reportada en maíz tiene una alta homología 

(92%) con la secuencia de aminoácidos de otro marco de lectura de la clona 

C109 y con otras proteínas que codifican para plantas, pero no se conoce su 

función. El patrón de expresión de. la pro'te.ína ZmRCP2 fue también 

de'tec'tado únicamen'te e.n la cofia. Con la ob'tención de 'la secuencia completa 

de la clona Cl09, se podrá verificar cual de. las dos proteínas (AGP clásica o 

ZmRCP2) corresponde al mismo gen· de la clona C109 o si solamente tiene 

homología en'tre alguna de. ellas. 

Los cDNAs de las clona~ Cl06 y C123 son también secuencias parciales, 

tienen 452 pb y 428 pb respec'tivame.n'te.. La clona C106 codifica para GC>P-t>­

manosa-4-6-de.hidratasa y la clona Cl23 codifica para una proteína rica e.n 

glicina, casi idén'tica a una proteína rica en glicina ya re.portada llamada 

ZmGRP4 (Ma'tsuyama et" al .• 1999a). Para ob'tener las secuencias comple.'tas de 

es'tas clonas se realizó un tamizado del banco· genómico de maíz del cual se 

ob'tuvieron una clona para C106 (ZmC106) y dos clonas para Cl23 (ZmC123). 

La secuencia de. aminoácidos de. la clona ZmC106 presenta una alta identidad 

a la enzima GDP-D-manosa-4-6-deshidra'tasa de. arabidopsis (77,,o), 

Escherichia coli (57'Yo), células HL-60 (55%) y cerebro de humano (54,,o). 

Es'ta enzima ca'taliza el primer paso en la sín'tesis de. GDP-L-fucosa a partir 

de manosa (Bonin et" al. 1997). La fucosa es e.1 componen'te mayor del mucilago 

secre'tado por la cofia de maíz (Harris y Nor'thcote, 1970). 

La clona ZmC123 codifica para una proteína rica e.n glicinas llamada ZmGRP4 

con 84'Yo de iden'tidad Las proteínas ricas en glicinas son una clase de 

pro'teínas estructurales de. la pared celular que. juegan un papel importan'te en 

el desarrollo de 'tejido vascular (Cassab, 1998); su presencia en un tejido no 

vascular como lo es la cofia sugiere que las GRPs también par'ticipan en otros 

procesos de desarrollo. 

'r.~Tf' SON 
FALLA DE ORIGEN 
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J:J:J:.J:J:J:. Localización de los RNAs mensajeros de las clonas ZmC109. 

ZmC123. ZmC106 y Zm<;103 en la cofia. 

Utilizando la técnica de hibridación in si-tu. se analizó el nivel de expresión de 

estos genes en cortes de raíz de maíz variedad Meri1'. La sonda se sin1'e1'izó 

u1'ilizando como templado las clonas de cC>NA. con nucléotidos marcados con 

dioxigenina (Ponce e't al .• 2000; ver Anexo :I). 

La expresión del RNA mensajero de la clona ZmC109 se restringe o las capas 

de la periferia de la cofia que incluye el 40% de las células de la cofia de 

maíz (Moore. 1984) (Figuro HA). Estas capas contienen las células que 

secret~n mucílago. Lo señal de expresión de este gen es muy fuerte y 

1'ambién está presente en las células desprendidas de lo cofia. Por otro lad~. 
su patrón normal de expresión en cofias regeneradas después de lo escisión 

de la cofia o ambos cofia y centro quiescente. se observó hasta que se 

distingue una cofia nueva (72 horas). Se sugiere que esta clona puede ser un 

marcador estructural de la cofia. 

El RNA mensajero de la clona ZmC106 es detectado principalmente en lo 

periferia de las células de la columelo (Figura 11B). Esto expresión declina en 

las células que secretan mucílago. Al comparar las seffales de los RNAs 

mensajeros de las clonas ZmC109 y ZmC106 en una sección transversal de lo 

cofia, se observó que ambas señales se sobrelapan en dos capos externas d 

la cofia (dato no mostrado). Del mismo modo. el patrón de expresión de 1 

clona C106 al igual que la clona C109 en cofias regeneradas, se observó hast 

que la cofia está regenerada totalmente (48 horas) y se supone también qu 

!el 
o 
a 
e 

puede ser un marcador estructural. 

El RNA mensajero de lo clona ZmC123 se observó en los células laterales de 

la cofia y en la epidermis de lo raíz (Figura 11C}, su localización sugiere uno 

nuevo función en el desarrollo de la raíz e indica una similaridad entre la 

cofia lateral y la epidermis. Por otro lado. lo cinética de expresión de esto 

31 

~ 
PLI 

:;2: ~ 
8 e::> 
cr> l's:I e;::; c::::a 
~- ::s 
~ l 



clona se observó muy temprano en el proceso de regeneración (24 horas) y en 

contraste con las clonas ZmC109 y ZmC106 se sugiere que puede ser. un 

marcador posicional. 

La localización del RNA mensajero de la clona ZmC103 mostró que tiene un 

patrón de expresión que se sobrelapa con. algunas capas de la cofia donde 

tienen también su expresión las clonas ZmC109 y ZmC106 (Figura UD). La 

expresión se observa principalmente en las c;:apas más externas de la cofia. 

'F~.'.: CON 
"FALLA DE ORIGEN 
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Figura 11. Patrón de expresión de cuatro genes específicos de cofia: C109, 
C103, C106 y Cl23. A La clona C109 se expresa en las capas de la periferia de 
la cofia, estas capas contienen las células que secretan mucílago. B La clona 
Cl06 se expresa en la periferia de las células de la columela. C La clona C123 
se expresa en las células de la cofia lateral y en la epidermis de la raíz. I> La 
clona C103 se sobrelapa con algunas capas de la cofia donde también se 
expresa las clonas C109 y Cl06. 



XV. - OBJETXVOS 

OBJETIVO GENERAL: 

Aislamiento y caracterización molecular de tres genes de la cofia de la raíz 

de maíz. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

a) Rastrear en un banco de DNA genómico de maíz las secuencias completas 

de las clonas C109 y TlOlT, utilizando el cDNA como sonda. 

b) Obtener la secuencia de la clona de cDNA Cl03 y la secuencia genómica de 

las clonas Cl09 y T101T por el método de Sanger. 

C) Verif icor las secuencias obtenidas con las descritas en el banco de genes e 

inferir sobre sus posibles funciones en la cofia. 

V. - HIPÓTESXS 

Mediante la caracterización molecular de genes que se expresan en la cofia 

se podrá inferir o relacionar la función que dichos genes realizan en este 

tejido. 
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V:E.- MATEl:t:IALES y METOl>OS 

V:E.:t. Cepas bac'terianas. vec'tores (plásmidos y bac1'eri6fagos). 

marcadores de peso molecular para l>NA. oligonucle61'idos. soluciones 

amor'tiguadoras. medios de cul'tivo y ~ntibi6ticos. 

Cepas bac'terianas 

DH5cx : SupE44 ~loe ("801acZ~M15) hsqR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 

re1A1. 

XL1-Blue F': ::Tn10proA-tB•lac1q,D(lacz)M15/recA1endA1gyrA96 (Na:Ir) 'thi 

hsdR17 (rk-mk+) supE44 re1A1 lac. · 

XL1-Blue MRA (P2): ~ ( µc:rA) 183 ~ tncrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 

thi-1 gyrA96 re1A1 loe (P2 lysogen). 

Las cepas DH5cx y XL1-Blue F' de Escherichia. coli se utilizan rutinariamente. 

para técnicas de biología molecular como la extracción y amplificación de. 

plásmidos y para la producción de DNA para secuencia. La cepa XL1-Blue. 

MRA (P2) se usa para la infección con bacteriófago A.. Los cultivos de. estas 

cepas se llevaron a cabo a 37°C en medio LB (Luria-Bertani) sólido o líquido 

según sea el caso. 

Vectores (plásmidos y bacteriófagos) 

pGEM-1. Es un plásmido de 2,865 pares de bases derivado de. pUC13. El sitio 

múltiple de clonación "polylinker" se encuentra flanqueado por los promotores 

Sp6 y T7. Se usa como un vector de clonación así como para la síntesis de 

RNA in vitro. El plásmido tiene un gen que confiere resistencia a ampicilina. 

pBluescript sK·. Es un plásmido de 2,958 pares de bases derivado de pUC19. 

La designación de SK indica la orientación del "polylinker". siendo para SK+ 

de Kpn:I a Sacr. y para SK- de Sac'X a Kpnr.. El "polylinke.r" 'tiene 21 sitios 

35 



únicos de enzimas de res'tricción. flanqueado por los promo'tores T3 y T7. 

Es'te vec'tor puede ser u~ado para generar DNA de cadena sencilla en la 

presencia de fago ayudador (con'tiene F') y RNA in vi'tro. También 'tiene un 

gen que confiere resis'tencia a ampicilina. 

A. DASH II. Es un bac'teriófago que con'tiene múl'tiples si'tios de clonación 

(XbdL, Satr. EcoRI. BamHI, Hindr.Ir.. SacI y XhoI) y es usado para clonar 

fragmen'tos grandes que van de 9 a 22 kilobases. El si'tio policlonal es'tá 

flanqueado por los promo'tores T3 y T7. 

Marcadores de .peso molecular para DNA 
A.HindIII (Boeringer-Manheim). Tamaños en pb 23130, 9416, 6557. 4361º, 

2332. 2027 y 564. 

1Kb (Gibco). Tamaños en pb 12216, 11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 

5090. 4072. 3054, 2036, 1636. 1018 y 506. 

Oligonucleó'tidos 

Universales: 

Oligo T3. 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3' 

Oligo T7. 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' 

Oligo Sp6. 5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' 

Diseñados a par'tir de las secuencias de las clonas: 

Oligo C109.1. 5'-CCATCTCATCTCAGTGAATC-3' 

Oligo C109.251. 5'-CAGGGTGAGCTCCATGCGGT-3' 

Oligo T101T.123. 5'-GCCGTGGAGAACCCGCCGCT-3' 

Oligo TlOlT.147. 5'-GCGACGACGAACACCGGCAA-3' 

Oligo TlOlT.179. 5'-GGTGAAACGCCATCGTCCTA-3' 

Oligo TlOlT.532. 5'-TAGGCAATCTCCAGCAGGTC-3' "'"'m<.'. '30N 
rN...i.A DE ORIGEN 
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Soluciones amor'tiguadoras 

Amortiguador TE. Este amortiguador se utiliza para resuspender DNA. 

Consta de tris-HCI 10 mM y EDTA' lmM pH 8.0. 

Amortiguador TBE. Se usa como amortiguador de corrida en geles de agarosa 

o acrilamida. Para preparar el "stock" 10x se mezclan 108 g de tris base. 55 g 

de ácido bórico y 40 mL de EDTA· 0.5 M (pH 8.0) en un litro de agua 

bidestilada. 

Amortiguador T AE. Se u~a también como amortiguador de corrida en geles 

de agarosa o acrilamida para anális\s de DNA. Para preparar el "stock" 10x se 

mezclan 48.4 g de tris base. 11.42 mL de ácido bórico y 20 mL de EDTA 0.5 

M (pH 8.0) en un litro de agua bidestilada. 

Amortiguador de carga. Este amortiguador contiene azul de bromofenol 

0.25'Yo, xilen-cianol 0.25'Yo y glicerol al 30'Yo en agua bidestilada; se usa en la 

mezcla de DNA que va a ser analizada en un gel de agarosa. Para geles de 

agarosa con formaldehido consta de 50% de glicerol. lmM de EDTA pH 8.0, 

azul de bromofenol 0.25'Yo y xilen-cianol 0.25% 

Amortiguador SET. Contiene 50mM de sacarosa. 25mM de Tris-HCI y lOmM 

de EDTA pH 8.0. Se usa para resuspender las minipreparaciones de DNA de 

plásmido. 

Amortiguador SM. Es usado para resuspender fagos, su compos1c1on es 

50mM de Tris-HCI pH 7.5. 100 mM NaCI, 8 mM de MgS04 y 0.01% de 

gelatina. 

'l""<:'T" CON 
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Medios de cul'tivo (para crecimien'to de Escherichio col/) 

Medios líquidos 

Medio Luria-Bertani (LB). A 950 mL ·de agua desionizada agregar 10 g de 

bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g NaCI. Agi'tar hasta que los 

solutos se disuelvan. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1M y llevar a un volumen 

final de 1 L con agua desionizada. Esterilizar en autoclave duran'te 20 minutos 

a 15 libras/pulgada2 y guardar a temperatura ambien'te. 

En el caso de que las bacterias vayan a usarse para ser infectadas por fago 

lambda, añadir maltosa 0.2% (el receptor del fago en la membrana externa es 

una pro1'eína inducida por maltosa; mal'toporina) y 10 mM de MgS04 (el fago 

se estabiliza con magnesio). 

Medio 2xYT. A 900 mL de agua desionizada agregar 16 g de bacto-trip'tona, 

10 g de bac'to-extracto de levadur(l y 5 g de NaCI. Ajustar el pH a 7.0 con 

NaOH 5M y llevar a un volumen final de 1 L con agua desionizada, Esterilizar 

en autoclave. 

Medios Sólidos 

Al medio LB descrito arriba, agregar 15 g de bacto-agar. Esterilizar en 

autoclave. Dejar que el medio se enfríe hasta 50ºC antes de agregar el 

an'tibiótico. 

Agarosa suave. A 900 mL de agua desionizada agregar 10 g de bacto­

triptona, 5 g de bacto-extracto de levadura, 5 g de NaCI y 6 g de agarosa. 

Ajustar a un volumen final de 1 L con agua desionizada. Esterilizar en 

autoclave. Cuando la solución se ha enfriado, agregar 1 mL de MgS04 1M por 

cada 100 mL. Para transferir placas de lisis a filtros es mejor utizar agarosa 

pues se pega menos a los filtros que el agar. 
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Preparación de cajas: Vaciar 20 mL de medio a cada caja de petri de 90 mm. 

Dejar 20 minutos a temperatura ambiente para que el agar solidifique. 

Almacenar a 4ºC. Antes de usar;· secarlas en una campana de flujo laminar 

(dejando las tapas entreabiertas) durante 20 minutos. 

Antibióticos 

Las siguientes soluciones de antibióticos se preparan como soluciones "stock" 

lOOOx y se almacenan a -20°C. Se añaden al medio una vez que el medio 

esterilizado al autoclave se ha enfriado: 

Ampicilina (10 mg/mL). Disolver 50 mg en 5 mL de agua bidestilada. La 

concentración de la solución de trabajo es de 100 µg/mL. 

Tetraciclina (12.5 mg/mL). Disolver 12.5 mg en 1 mL de etanol. La 

concentración de la solución de trabajo es de 12.5 µg/mL. 

Kanamicina (50 mg/mL). Disolver 50 mg en 5 mL de agua· bidestilada. La 

concentración de la solución de trabajo es de 25 µg/mL. 

.,.... .... ,, ~ON 
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VJ:.ll. Aislamien'to de DNA 

• Purificación de plásmiqos en Escherichia coli (Rodriguez y Tai't, 1983). 

Inocular una colonia bacteriana transformada en 3 mL de medio LB líquido 

con antibiótico durante toda la noche a 37°C y 250 rpm. Transferir el 

cultivo a un tubo eppendorf de 1.5 mL y cen'trifugar 5 minutos a 12.000 

rpm. Desechar el sobrenadante y resuspender la pastilla celular en 1 mL 

de amortiguador SET mediante agitación con vortex por 1 minuto·. 

Centrifugar las células durante 5 minutos a 12,000 rpm y resuspender en 

150 µL de amortiguador SET. Agregar 5 µL de RNAsa (ribonucleasa 

pancréatica A, 10 mg/mL) y 350 µL de mezcla lítica (solución 1:1, NaOH 

0.4 M ·y SDS al 2.,,o). Agitar por inversión el tubo e incubar en hielo 

durante 10 minutos. Agregar 250 µL de NaAc 3M pH 5.2 y con'tinuar con 

la incubación en hielo durante 1 hora. Centrifugar 15 minutos a 12,000 rpm 

a 4°C y separar el sobrenadante. Agregar un volumen de isopropanol para 

precipitar el DNA y centrifugar 15 minutos a temperatura ambiente. 

Desechar el sobrenadante y lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 70.,,o, 

desechar el sobrenadante y secar el tubo 10 minutos a temperatura 

ambiente. Resuspender en 300 µL de agua bidestilada y agregar un 

volumen de fenol y otro de cloroformo, agitar con vórtex y centrifugar 5 

minutos a 12,000 rpm. Pasar el sobrenadante a otro tubo y agregarle 1/2 

volumen de NH4 Ac 7.5M y un volumen de isopropanol para precipitar el 

DNA y centrifugar nuevamente. Desechar el sobrenadante y lavar la 

pastilla con 1 mL etanol al 70%. Secar la pastilla y resuspender en 50 µL 

de agua bidestilada. Tomar 5 µL de DNA para realizar diges'tiones con 

enzimas de restricción. 

... ........ mcoN 
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VJ:.lll:. Diges'tión de DNA con .enzimas de res'tricción 

Se u'tilizan los amor'tiguadores adecuados para cada enzima. la 1'empera1'ura 

de reacción para 'todas las enzimas es de 37°C y las unidades de ac'tividad 

definidas por los fabrican'tes es 1 unidad de enzima por 1 µg de DNA en un 

in'tervalo de 1 a 3 horas. En el caso de una diges'tión doble se usa el 

amor'tiguador más adecuado para ambas, primero se digiere el DNA con una 

enzima, se ex'trae con fenol y cloroformo con el fin de desac'tivar a la enzima. 

·luego se precipi'ta el DNA con isopropanol y, NH"'Ac 7.5 M y se digiere con la 

o'tra enzima. Las diges'tiones se inac'tivan a 65°C por 10 minu'tos o median'te 

ex'tracción con fenol y cloroform,o. Al final los produc'tos de las diges'tiones 

se analizan en geles de agarosa. 

VJ:.J:V. Elec'troforesis de DNA 

Elec'troforesis en gel de agarosa. La 'técnica para preparación de geles de 

agarosa es la descri'ta por Sambrook e't al. (1989). Para el análisis y 

aislamien'to de DNA de plásmido de 0.4 a 1 Kb de 'tamaño se u'tilizan geles 

horizon'tales de agarosa al 1.2'Yo (las concen'traciones de agarosa puede variar 

de 1 a 1.5% según el 'tamaño del fragmen'to), es'tos geles se corren a un 

vol'taje de 90 a 150 vol'ts usando el amor'tiguador TBE 1x y 2 µL de 

amor'tiguador de carga (0.25"º azul de bromofenol, 0.25% xilen-cianol y 

glicerol al 30% en agua bides'tilada). por cada 10 µL de DNA. Después de 

correr los geles se sumergen en una solución de bromuro de e'tidio (0.5 

µg/mL) duran'te 1 minu'to. El gel se enjuagua en agua para remover el exceso 

de bromuro de e'tidio y al final se observa en el 'transiluminador de luz 

ul1'raviole1'a. 

1TSISCON 
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Vl:. V. Aislamien't"o de fragmenf'os de DNA a parf'ir de geles de agarosa 

• Purificación con polv~ de vidrio u't"ilizando el ki1" "Gen clean" 

Cor"tar la banda de in'terés del gel de agarosa. Para disolver la agarosa 

agregar 3 volumenes de NaI e incubar· 5 minutos entre 45° y 55ºC. Agregar 5 

µL de polvo de vidrio. Mezclar suavemente e incubar por 5 minutos a 

'temperatura ambien'te. Centrifugar por 30 segundos a 12,000 rpm y eliminar 

el sobrenadante. Lavar la pas1'illa 3 veces con 500 µL de solución "New Wash" 

(14 mL de "new" concen'trado en 280 mL de agua bides"tilada y 310 mL de 

e'tanol al lOO'ro) a -20°C y centrifugar por 30 segundos. Eluír el DNA 

resuspendiendo la pastilla con 15 µL de agua bides'tilada (2 veces. queda un 

volum~n final de 30 µL) e incubar 5 minu'tos entre 55º y 60ºc. Analizar la 

concentración del DNA con 2 µL en un gel de agarosa al 1.0%. 

TF.'SIS CON 
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VI:. VI:. Subclonado de fragmen'tos de DNA con ex'tremos cohesivos 

• Preparación de los vec'tores de clonaci6n 

Digerir el plásmido Bluescript SK+ (Stratagene) con diferentes enzimas de 

restricción para linearizar sus extremos, en un volumen final de 50 µL. Para 

evitar que durante la ligación se liguen los extremos del vector entre si 

mismos, tra1"ar con fosfatasa alcalina para remover los grupos fosfa1"o de los 

extremos 5'. De esta manera, después de las digestiones con las enzimas de 

restricción extraer con fenol y cloroformo para inactivar la enzima, después 

ajustar el volumen del amortiguador de la fosfatasa alcalina (10x: Tris-HCI 

0.5mol/L, EDTA 1mmol/L pH 8.5) ~dicionando 1 µL de dicha enzima, incubar a 

37°C durante 1 hora. Al final de ·la desfosforilación, extraer con fenol y 

cloroformo, precipitar el DNA con 1 volumen de isopropanol y 1/2 de NH4 Ac 

7.5M. 

• Preparación de los fragmen'tos de clonación 

Los fragmentos de DNA obtenidos de las digestiones hechas con diferentes 

enzimas de restricción se analizan en un gel de agarosa al 1.0%. La bandas 

esperadas se cortan con una navaja y se purifican con polvo de vidrio con el 

kit de "geneclean". 

• Ligación 

Las condiciones de ligación fueron las siguientes: relación molar 1:3 de vec1"or 

e inserto (100 ng de vector por 300 ng de inserto), 4 µL de amortiguador de 

ligasa 5x, 1 µI de T4 DNA ligasa y agua hasta un volumen final de 20 µI, la 

reacción se dejó a temperatura ambiente toda la noche. Las 

transformaciones se llevaron a cabo por choque térmico utilizando todo 6 
10µL de esta reacción. 
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VJ:. VJ:J:. Preparación de células de Escherichia co/i compe'ten'tes poro 

'transformación con plasft?idos y mé'todos de 'transformaci6n 

• Preparación de células compe'ten'tes 

Inocular 25 mL de medio LB líquido con una colonia de la cepa deseada 

(.JM101 o XL1-Blue) e incubar 'toda la noche a 37°C con agi'tación a 250 rpm. 

Dividir el cultivo en dos matraces Fernback de 2.8 L que cont"engan 250 mL 

de LB líquido .. crecer a 37°C y a 250 rpm has'ta una densidad ópt"ica 0 de 

aproximadament"e 0.6 de absorbencia a 560 nm .. Transferir el cult"ivo en 2 

bot"ellas de centrifuga est"ériles mantenidas en hielo. Cent"rifugar a 7,000 

rpm por 5 minut"os a 4°C y desechar el sobrenadant"e. Resuspender las células 

de cada botella con 100 mL de CaCl 2 0.1M (frío) por agit"ación con vort"ex e 

incubar en hielo durant"e 4 horas. Cent"rifugar a 5,000 rpm por 5 minut"os a 

4°C y decant"ar. Resuspender la past"illa celular en 10 mL de CaClz 0.1M y 15'1o 

de glicerol frío con agit"ación suave. Incubar 'toda la noche en hielo. Al día 

siguient"e alicuotar 200 µL en t"ubos eppendorf de 0.5 mL sobre hielo y 

congelar a - 70ºc. 

• Mé'todo de 'transformación 

Tomar un t"ubo de células compet"ent"es y descongelarlas lent"amen'te sobre 

hielo. Una vez descongeladas agregarle 1 ng de C>NA ó 20-25 ng de mezcla de 

ligación e incubar en hielo durant"e media hora. Agit"ar el t"ubo por lo menos 

cada diez minut"os. Dar choque t"érmico durante 5 minutos a 37°C y regresar 

al hielo por 5 minut"os más. Pasar las células t"ransformadas a 'tubos de ensayo 

de 13x100 mm con 1 mL de medio LB líquido e incubar duran'te 1 hora a 37ºC y 

250 rpm para que se recuperen las células. Platear 100 µLen medio selec'tivo 

con ant"ibiótico y dejar crecer t"oda la noche a 37°C. Si es mezcla de ligación 

plat"ear t"oda la reacción después de concen'trarla. 

rr_,... .. ,... r.0'.\l i 'i..,_~A DE. OR~E~ 
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VJ:. Vl:ll. Preparación de sondas radiac'tivas de DNA 
Se utilizó el estuche comercial Multiprime Labelling System (Amersham L.ife 

Science). Para cada reacción se utilizaron entre 2 y 25 ng de DNA. Diluir el 

DNA en 10 µL. de agua y calentar 5 minutos entre 95 y 100°C para 

desnaturalizar. Poner en hielo. Agregar 4 µL. de los·dNTPs (dGTP. dTTP, 

dATP), 5 µL. de buffer, 5 µl.. primer, 5 µl.. f 2
P] dCTP y 2 µl.. de enzima klenow. 

Llevar a un volumen final de 50 µl.. con agua bidestilada. Mezclar e incubar 2 

horas a 37ºC. Centrifugar 10 minutos a 14,000 rpm y resuspender la pastilla 

con 150 µl.. de NaOH 0.1 M. Agregar al tubo de hibridación. 

VJ:.I:X. Tamizado de la geno'teca genómica de maíz 

El banco genómico de Zea mays fue proporcionado por el Doctor Jorge Nieto 

Sotelo del rnstituto de Biotecología-UNAM Este banco se construyó a partir 

de fragmentos de DNA genómico de maíz generados por digestión con la 

enzima Sau3AI y clonados al vector A.DASHir entre los sitios de BamHr 

(Nieto et" al., 1999). 

• Titulación de la genoteca genómica 

Para realizar el tamizado se infectaron 100 µL de células XLl-Blue MRA P2 

suplementado con MgS04 1M y maltosa 20'Yo, (A6oo=0.6-0.8) con 100 µL de 

fagos a 2.5x109 pfu/mL durante 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se les 

adicionaron 3 mL de agarosa suave (baño maria a 47°C) y se vertieron sobre 

cajas petri que se incubaron a 37°C durante· 16 horas. Después de la 

incubación se dejaron las cajas a 4°C para usarlas en la transferencia. 

• Transferencia de placas a fil'tros de membrana "nylon" 

Las placas de lisis generadas se transfirieron, por duplicado, a membranas de 

"nylon" con un tiempo de 2 y 4 minutos, respectivamente. Primero se 

selecciona el tamaño correcto de la membrana para ponerla en la superficie 

de agarosa suave por 2 minutos (4 minutos para replicas). Posteriormen'te, 
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cada membrana se trata durante 1 minuto con la solución de 

desnaturalización {1.5 ~ NaCI + 0.5 M NaOH), seguidos de 1 minuto de 

solución de neutralización {1.5 M NaCI + 1 M Tris-HCI pH 8.0 ) y 1 minuto en la 

solución de lavado 2xSSPE {NaCI, NaHzP04 .H20, y EDTA pH de 7.4). Por 

último, el DNA de las placas de lisis se fija a la membrana con luz ultravioleta 

{0.12 julios de luz de 254 nm). 

• Hibridación 

Después de la transferencia, el filtro se prehibrida en un tubo de hibridación 

por lo menos 30 minutos a 65ºC con una solución preparada con: 2.25 mL de 

NaH2 P04 2M pH 7.2, 10.5 mL de SDS 10% y 2.25 mL de agua. El "filtr~ 

prehibridado se hibrida con la sonda marcada con [
32

P] dCTP adicionandola al 

tubo de hibridación donde se continua la incubación a 65°C aproximadamente 

por 2 horas. Una vez terminada la hibridación se decanta la solución en 

desecho radioactivo y se lava ·a diferentes grados de astringencia 

(2xSSPE/0.1% SDS. lxSSPE/0.1% SDS y O.lxSSPE/0.1% SDS) incubando 15 

minutos a 65ºC en el horno de hibridación. Se expone el filtro a un film X­

OMA T de Kodak (20.3x25.4 cm) durante el tiempo necesario a -70ºC. 

• Amplificación y purificación de DNA de fago 

Tomar con una pipeta pasteur (extremo angosto), una placa que coincida con 

la hibridación de la clona positiva y colocarla en un tubo eppendorf de 1.5 mL 

con 100 µL de buffer SM. Guardar a 4°C durante toda la noche. Por otro 

lado, poner un cultivo de la cepa XLl-Blue MRA (P2) en 5 mL de LB líquido con 

50 µL de MgS04 lM y 50 µL de maltosa 20'Yo, a 37°C durante toda la noche. 

Para absorber el fago con la bacteria agregar 500 µL del cultivo anterior al 

tubo que contiene la placa de fago e incubar a 37°C por 20 minutos. Agregar 

la incubación anterior a 100 mL de LB líquido {previamente a 37°C) 

suplementado con 1 mL de MgS04 lM en una matraz de 250 mL e incubar a 

300 rpm a 37°C para que ocurra la lisis. Al finalizar la lisis adicionar 500 µL 

46 



de cloroformo y centrifugar el. cultivo a 10,000 rpm en el rotor ·;¡ A20 10 

minutos a 4°C y recuperar el sobrenadante. El sobrenadante Clisado) 'se 

centrifuga en el rotor 60Ti a 30,000 K a 4ºC durante 1 hora. Resuspender la 

pastilla obtenida en 2.5 mL de amortiguador SM y afl'adir RNAsa a 20 µg/mL 

y DNAsa 5µg/mL. incubar a 37°C por 30 minutos. Después de la incubación 

agregar 2.5 mL de Tris-HCI 0.3M, EDTA 10QmM. SDS 1.25'Yo pH 9 (Tris 1 M 

0.75 mL. EDTA 0.5 M 0.5 mL. SDS 10% 0.312 mL y agua 0.937 mL) e incubar 

a 65ºC por 10 minutos más. Añadir a la incubación anterior 2.5 mL de AcONa 

3M pH 4.8 e incubar en hielo 10 minutos. Centrifugar y tomar el 

sobrenadante cuidando de no llev,ar el material floculado. Para precipitar la 

mezcla agregar 5 .mL de isopropanol. Después de 15 minutos sobre hielo, 

centrifugar a 12, 000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Lavar 

la pastilla obtenida con etanol al 70%, secar y resuspender en 500 µL de TE. 

Posteriormente extraer la muestra con fenol-cloroformo y resuspender la 

pastilla con 100 µL de TE. Por último. corroborar la concentración del DNA 

en un gel· de agarosa al 1.0% para el Southern blot. 

1''Af.LA DE ORIGEN 
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V:I.X. Sou'thern Blo'ts 

(Transferencia de C>NA ~esde geles a fil'tros de membrana) 

• Tra'tamien'to del gel de agarosa 

Para 1'ransferir fragmen1'os de DNA desde geles de agarosa, se 'tra1'a el gel 

an1'es de la desna'turalización dos veces 15 minu1'os con HCI 0.2 M (el azul de 

bromofenol debe volverse amarillo). Ello produce depurinación parcial y, 

duran1'e el 'tra1'cmien1'o alcalino, fragmen1'ación. Para que se una el· DNA al 

fil1'ro de membrana "nylon" hay que desna'turalizarlo incubando dos veces 15 

minu1'os con 500 mL de 1.5 M NaCI + 0.5 M NaOH y luego se neu'traliza 

incubando 20 minu1'os con 500 mL 1.5 M NaCI + 1 M Tris-HCI pH 8.0 y 20 

minu1'os con 20x SSPE. Las incubaciones se realizan con agi'tación. · Es'te 

1'ra1'amien1'o elimina la 1'inción con bromuro de e1'idio por lo que ya no puede 

seguirse viendo el DNA con luz ul1'raviole1'a. Por 1'an'to debe hacerse una fo1'o 

del gel 1'eñido an1'es de la 1'ransferencia, poniendo una regla graduada para 

iden1'ificar la posición del principio, la del final y la de los marcadores. 

• Transferencia del C>NA al fil'tro de membrana "nylon" 

Para 1'ransferencia por capilaridad, colocar el gel encima del papel fil1'ro 

Wha1'man 3MM que es1'e comunicado con el líquido de 1'ransferencia (20x 

SSPE). El papel es1'á sobre un vidrio apoyado en los bordes de la cámara y 

cubier1'o con 1'iras de papel que descienden y comunican con el líquido. 

Eliminar burbujas a1'rapadas en1're el papel de fil1'ro y el gel rodando un 'tubo 

horizon1'al y poner 1'iras de plás1'ico (Saran Wrap, parafilm) en los bordes del 

gel para evi1'ar que el líquido circule por la periferia. Colocar encima un 'trozo 

de fil1'ro de membrana cor1'ado del mismo 1'amaño que el gel y previamen1'e 

mojado con 20x SSPE. Nuevamen1'e eliminar burbujas a1'rapadas en1're el gel 

y el fil1'ro de membrana rodando un 1'ubo de vidrio por encima. Colocar encima 

2 1'rozos de papel de fil1'ro mojados en 20x SSPE y cor1'ados al mismo 1'amaffo 

del gel. Poner encima serville1'as de papel secas cor1'adas del mismo 1'amaffo 

del gel y formando una pila de unos 7 cm. Al finar colocar una placa de vidrio 
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de las mismas dimensiones que lc;i anterior y con un peso de alrededor de 250 

gr. Dejar la transferencia de 8 a 16 horas. 

• ·Fijación del filtro de membrana "nylon" con luz ultravioleta 

Lavar el filtro de "nylon" con lx SSPE para quitarle restos de agarosa 

adheridos y cristales de sal. Fijar covalentemente el DNA al "nylon" 

iluminando ·con luz ultravioleta (0.12 julios de luz de 254 nm). 

Guardar el filtro a 4°C hasta la hibric¡fación con una sonda marcada 

radioactivamente con· 32P. 

'l'T.'"'T"' ~ON 
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VI:.XI:. Preparación de DNA de cadena sencilla 

Partir de un cultivo de 3n:'L de LB con antibiótico (Amp. 100 µg/mL y Te 12.5 

µg/mL) de una colonia bacteriana transformada en XL1-Blue. Al día siguiente, 

inocular en 3 mL de medio 2xYT líquido con antibiótico 300 µL del cul"tivo 

anterior (7.5 x 108 cel.). Incubar 30 minutos a 37°C con agi"tación en un 

matraz estéril de 50 mL y añadir el fago ayudador M13VCS (D0600 0.3 ó 2.5 

x 108 bacterias/mL) teniendo una relación de 20:1 (fago-células). Cori"tinudr la 

incubación a 37ºC con agitación por 8 horas. Cen"trifugar el medio por 15 

minutos a 13,000 rpm y transferir el sobrenadan"te a "tres "tubos eppendorf 

(1mL c/u) cuidando de no "transferir células. Añadir a cada "tubo 250 µL (114 

vol) de solución con NH4Ac 3.5 M. pH 7.5 20% y PEG al 20'Yo. Mezclar los 

tubos por inversión y dejar a tempera"tura ambien"te por 15 minu"tos y 

centrifugar por 20 minutos a 12, 000 rpm en una microfuga descar'tando el 

sobrenadante. Centrifugar otros 2 minutos y volver a eliminar el 

sobrenadante. Resuspender la pastilla con 100 µI de amortiguador TE 

agitando en vortex y pasar a un solo tubo. Tratar con 500 µI de fenol­

cloroformo-isoamílico, transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y ex"traer 

con 500 µI de cloroformo isoamílico, transferir la fase acuosa a un tubo 

nuevo. Precipitar el DNA añadiendo un volumen igual de NH4 Ac 7.5M y 2 

volumenes de etanol al 100'Yo. Poner sobre hielo por 15 minu'tos y centrifugar 

por 20 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con e'tanol 

al 70%. Secar y disolver la pastilla con 30 µL de agua bidestilada. Comprobar 

la concentración analizando 1 µL de DNA en un gel de agarosa al 1.0'Yo. 

Guardar a a -20°c. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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V:E.Xll. Secuenciación de DNA. 

La secuenciación de DNA se llevó a cabo utilizando el mé'todo de 

dideoxinucleó"tidos 'terminadores de la sín'tesis de cadena (Sanger et al., 
1977) u'tilizando los oligonucleó'tidos universales T3 y T7, así como 

oligonucleó'tidos específicos para las clonas. También· fueron secuenciados 

algunos fragmen'tos de DNA median'te un secuenciador au'tomá'tico (Servicio 

de Secuenciación Fluorescen'te Automa'tizada del IBT), por el mé'todo de Taq 

FS Dye Termina'tor Cycle Sequencing y un secuenciador modelo 377-18 marca 

Perkin Elmer/ Applied ·eiosystems. 

Desna'turalización y alineamien'to del ~emplado y el primer 

Agregar a 5 µg de DNA de cadena doble. 0.1 volumen de NaOH 2M y 0.1 

volmen de EDTA 2mM e incubar a 37°C duran'te 30 minutos. Pos'teriormen'te 

neutralizar la mezcla con 0.1 volumen de NaAc 3M pH 5.2 y precipi'tar con 2-

4 volumenes de e'tanol absolu'to frío a - 70ºC por 15 minu'tos. Cen'trifugar por 

20 minu'tos y desechar el sobrenadan'te. Lavar la pas"tilla con e'tanol al 70% y 

resuspender en 7 µL con agua destilada. Para alinear el templado con el 

primer añadir 2 µL de amor'tiguador de reacción de secuenasa y 1 µL del 

primer deseado. 

Reacción de marcaje 

Calen'tar la mezcla de alineamien'to por 2 minutos a 65°C y enfriar len'tamen'te 

duran'te 15 minu'tos has'ta alcanzar una 'tempera'tura menor a 35ºC. 

Cen'trifugar brevemen'te la mezcla en una picofuga y ponerla sobre hielo, 

agregar 1 µL de DTT 0.1 M, 2 µL de la mezcla diluida de marcaje, 0.5 µL 

([
35

5] dATP) y 2 µL de polimerasa diluida. Mezclar la reacción e incubar a 

'tempera'tura ambien'te por 5 minu'tos. 

·:oN 
l!~.i..A DE ORIGEN 

51 



Reacción de 'terminación 

La reacción de marcaje s~ de'tiene con la mezcla de 'terminación. Para ello, 

debemos transferir 3.5 µL de la reacción de marcaje a cada 'tubo eppendorf 

que contenga 2.5 µL de cada dNTP (G, A, T y C), mezclar e incubar a 37°C por 

5 minutos. Después de la incubación agregar a la reacción 4 µL de solución 

"s'top" y guardar a -20°C. An'tes de correr las muestras en el gel de 

secuenciación, calentar las reacciones a 75°C por 2 minu'tos y cargar·3 µL·de 

la reacción. Correr las muestras a 35 ó 40 wa't'ts y 2000 vol'ts. 

TESIS CON 
FJ.LLA DE ORIGEN 
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V::C.Xrll. Análisis compara'tivo de las secuencias 

Tf.S!::' CON 
FALLA DE ORIGEN 

El análisis consiste en buscar en bases de secuencias (reservorios de 

información donde se concentran todos los resultados de diferentes 

laboratorios) parámetros para decidir si la secuencia analizada es lo 

suficientemen'te parecida. Dentro de. la información· que se presen'ta, se 

encuentra el nombre y el número de acceso de cada secuencia, y es necesario 

identificar cuales de los fragmentos· similares corresponden a una fase de 

lectura abierta y cuales son secuencias no cqdificadoras. 

Los programas que se u'til~zaron s~n: 

• GCG (Gene'tics Computer Group) 'también llamado Wisconsin, es un paquete 

integrado de más de 130 programas que permi'ten la manipulación y análisis 

de secuencias de nucleótidos y proteínas. 

dirección: http://GCG.ceingebi.unam.mx/gcg-bin/seqweb.cgi 

• BLAST. Localiza secuencias similares a· un patrón en una base de 

secuencias existentes. La secuencia patrón puede ser de nucleótidos o de 

proteína. Este programa puede utilizar diferentes tablas de calificación 

de similaridad entre aminoácidos, con lo cual se adquiere mayor precisión. 

dirección: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ 

• FASTA. También realiza búsqueda de secuencias similares entre un 

patrón y una base de secuencias. Para la búsqueda en bases de secuencias, 

Fasta es más sensible que Blast. Este programa se puede usar solamen'te 

para nucleó"tidos. 

dirección: h'ttp://www2.ebi.ac.uk/fasta3/ 

• PLACE. Base de secuencias nucleotídicas que identifica elementos de DNA 

regulatorios en plan'tas. 

dirección: h'ttp://www.dna.affrc.go.jp/htdocs/PLACE/ 

El análisis comparativo de las secuencias con programas de secuenciación 

genómica de otras especies, se llevó a cabo con las siguientes direcciones 

• arroz: http: //www.rice-research.org/ y h't'tp://www.'tmri.org/ 

• arabidopsis: http://www.arabidopsis.org/home.h'tml 

53 



Vll.- RESULTADOS Y DXSCUSXÓN 

1 

Vll.X. Tamizado de un banco gen6mico de maiz. 

Para obtener la secuencia completa de' las clonas de cDNA C109 y T101T, se 

realizó un tamizado del banco genómico A. DASH :I:I que fue construído con 

DNA de maíz (Nieto e'I" al., 1999). De acuerdo al tamaño del genoma haploide 

de 3X106 Kb del maíz se tamizaron 1,380,000 pfu en un total de 28 cajas 

petri (150 x 15 mm) con 50,000 pfu cada una. Como sonda para el tamizado, 

se utilizaron diferentes fragmentos de las secuencias de las clonas de cDNA 

(Figura 12). 

Se obtuvieron 10 clonas posi'f"ivas utilizando una sonda a partir del 3' del 

cDNA de la clona C109. Para caracterizar los insertos con'f"enidos en estas 

clonas se realizó un análisis del patrón de restricción con diferentes enzimas 

que mostró el mismo patrón de res'f"ricción para las 10 clonas. Para identificar 

cuales de los fragmentos de restricción corresponden a la secuencia de la 

clona de cDNA C109 se realizó un análisis tipo Southern usando la misma 

sonda 3' usada en el tamizado. La sondo hibridó con 2 fragmentos 

EcoRI/ Cla:I de aproximadamente 5 Kb y 2 Kb respectivamente. Dado que 

estos fragmentos son comunes en las 10 clonas, para los siguientes estudios 

seleccionamos únicamente una clona a la que denominamos C109.10. Los 

fragmentos de 5 Kb y 2Kb de la clona C109.10 fueron secuenciados 

parcialmente con los oligos T7 y T3. El análisis por BLAST mostró que las 

secuencias de ambos fragmen'f"os si tienen homología con la clona de cDNA 

C109, pero no tienen las secuencia que corresponde al extremo 5' que 

contiene el codón de inicio. Para encontrar la secuencia del extremo 5' de la 

clona C109 se hizó un nuevo tamizado, pero ahora u'f"ilizando una sonda 5' de 

la clona de cDNA C109 (ver figura 12). Se obtuvieron tres clonas positivas. 

Los fragmentos de in'f"erés de es'f"as clonas se de'f"erminaron analizando su 

patrón de restricción y por medio de un análisis 1"ipo Southern. El análisis 

mostró que las tres clonas positivas tienen el mismo patrón de res'f"ricción e 
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hibridación. De tal manera que sólo nos enfocaremos a una de ellas, fa llamada 

C109.II.3. Para determinar si ésta última clona tiene la secuencia complé'ta, 

se realizó otro tamizado usando ambas sondas; las sondas 3'y 5' de la clona 

de· cDNA C109 utilizadas en los tamizados anteriores. En la figura 13 se 

muestran los resultados obtenidos; las clonas positivas para la sonda 3' los 

son también para la sonda 5'. de esto podemos concluir que estas clonas 

tienen la secuencia completa. 

Por otro lado, se obtuvieron del tamizado con la sondas del cDNA de la clona 

T101 T (Figura 12). cinco clonas (las clonas posi'tivas para la sonda 3 •son 

posi'tivas también para la ~onda 5; ). Determinamos su patrón de restricción y 

por un análisis tipo Southern se iden'tificó cuales de los fragmen'tos de 

restricción corresponden a la secuencia de la clona del ct>NA T101T. El 

análisis mostró que las cinco clonas tienen fragmentos diferen'tes y que dos 

de ellas se obtuvieron de placas de fago falsos positivos ya que no hibridaron 

los t>NAs en el Southern blo't. De tal manera, sólo nos enfocaremos a 'tres de 

las cinco clonas y las llamaremos T101T.1, T101T.2V y TlOlT.500. En las 

figuras 14, 15 y 16 se mues'tran los tamizados obtenidos de las tres clonas 

seleccionadas. 

En el caso de la clona de cDNA denominada C103 no fue necesario hacer un 

tamizado del banco genómico para obtener su secuencia comple'ta. La 

secuencia parcial del inserto de esta clona con los oligonucleó'tidos Sp6 y T7 

mostró que en el extremo 5' se encuentra el codón de inicio y en el ex'tremo 

3' el codón de término, por lo que se concluyó que esta clona de cDNA estaba 

completa. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Figura 12. Mapa de res'tricción de las clonas de cDNA denominadas C109 y 
TlOl T. Las flechas represen'tan la es'tra'tegia de secuenciación de los genes 
ZmC109 y ZmT101T u'tilizando diferen'tes oligonucleó'tidos y la ubicación de la 
sonda u'tilizada en el 'tamizado. 

56 



. . , ... 
•• . . : 

~ 
º.• ••• 

·-.~--~ 

. "' ..... ~ 
• 

S:mdg 3 pe1mo .. -
• ~- .,. •. 

• •• • • .... ···-!- ~/ 
~ 

. 
• 

• •• 
• • 

T"n~:; CON 
r .-.....LA DE ORIGEN 

~nOO 5 P'"img 

.. • 
• •• . .. ~ . . . -,. 
~ . ... 

• • . . 
• 

Figura 13. Tamizado de la geno1"eca genómica de maíz. Se hibridaron 1,380,000 pfu 
con1"ra diferen1"es fragmen1"os de la secuencia de la clona de cDNA Cl09 marcados 
radioac1"ivamen1"e con [ 32P] dCTP. El lavado de al1"a as1"ringencia fue a 65ºC, con SSC 
0.lx /SDS 0.l'Yo. En el ler 1"amizado fueron aisladas 1"res clonas posi1"ivas. Se 
mues1"ra el fil1"ro posi1"ivo para la clona C109.:n:.3 (la flecha indica la seffal ·posif"iva) 
de la cual se ob1"uvieron placas puras has1"a el 3er 1"amizado. 
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Figura 14. Tamizado de la geno'teca genómica de maíz. Se hibridaron 1,380,000 pfu 
con'tra la secuencia de la clona de cDNA T101T marcada radioac'tivamen'te con [ 32P] 
dCTP. El lavado de al'ta as'tringencia fue a 65°c. con SSC 0.lx /SDS 0.1%. En el ler 
'tamizado fueron aisladas cinco clonas posi'tivas. Se mues'tra el fil'tro posi'tivo para la 
clona T101T.1 (la flecha indica la seffal posi'tiva) de la cual se ob'tuvieron placas puras 
has'ta el 4º 'tamizado. 
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Figura 1!5. Tamizado de la geno'teca genómica de maíz. Se hibridaron 1,380.000 pfu 
con"tra la secuencia de la clona de cDNA T101T marcada radioac"tivamen"te con [ 32P] 
dCTP. El lavado de al"ta as'tringencia fue a 65°C, con SSC O.be /SDS 0.1%. En el 1er 
"tamizado fueron aisladas cinco clonas posi"tivas. Se mues"tra el fil"tro posi"tivo para la 
clona T101T.2V (la flecha indica la sei\'al posi'tiva) de la cual se ob"tuvieron placas 
puras has"ta el 3er "tamizado. 
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Figura 16. Tamizado de la genoteca genómica de maíz. Se hibridaron 1,380,000 pfu 
contra la secuencia de la clona de cDNA T101T marcada radioactivamente con [32P] 
dCTP. El lavado de alta astringencia fue a 65ºC. con SSC O.lx /SDS 0.1%. En el ler 
tamizado fueron aisladas cinco clonas positivas. Se muestra el filtro positivo para la 
clona TlOlT.500 (la flecha indica la señal positiva) de la cual se obtuvieron placas 
puras hasta el 3er tamizado. 

60 



VJ:J:,J:J:. Análisis del pa~rón de res~ricción de las clonas genómicas 

ob~enidas. 

Para carac'terizar los inser'tos con'tenidos en las clonas posi'tivas C109.J::t.3, 

T101T.l, T101T.2V y T101T.500. se realizó un análisis del pa'trón de 

res'tricción, que consis'tió en digerir las clonas u'tilizando diferen~es enzimas 

con el obje'to de encon'trar una enzima que digiera el DNA en varios 

fragmen'tos favoreciendo el análisis de secuenciación por subclonación .. Se 

eligieron enzimas de res'tricción que cor'taban. en si'tios in'ternos de la 

secuencia de nucléo'tidos de los cDNAs. Las enzimas u'tilizadas fueron: ApaZ, 

BamH:r. Bst-x:r, C/a:r, EcoR:r, Nco:r, Pstr., Sa/I. y Xho:r. La diges'tiones de las 

clonas presen'taron un patrón de res'tricción diferen'te. 

En la figura 17A se muestran los resul'tados ob'tenidos de la clona C109.:r:r.3. 

De las diges'tiones obtenidas únicamen'te Apa:t/Bst-X:r (carril 2), Apa:t/Nco:r 

(carril 3) y Pst-:r/Bst-X:r (carril 4) liberaron un inser'to de aproximadamen'te 

1.1.Kb que corresponde al tamaño esperado. 

Del mismo modo, en la figura 18A se muestran las diges'tiones de las clonas 

T101T.1, T101T.2V y T101T.500, el resul'tado mos'tró un pa'trón de res'tricción 

similar para las clonas, a pesar de que exis~en diferencias en el 'tamaffo de los 

insertos. Las clonas fueron digeridas con Apa:r ya que con es'ta enzima se 

libera el inser'to del cDNA en dos fragmen~os, lo que facili'taría la localización 

de la secuencia que con'tiene el codón de inicio. Los fragmen'tos liberados con 

la diges'tión Apa:r tienen un 'tamaffo aproximado de 3.0 Kb y 300 pb (carriles 

3, 10 y 16). al parecer alguno de es'tos fragmen'tos corresponden a la 

secuencia comple'ta de la clona de cDNA T101T. 

F'ALLA DE ORIGEN 
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Por otro lado, se confirmó el tomarlo del fragmento de la clona de cDNA C103 

con una doble digestión EcoRII XbaI (dato no mostrado), se eligieron estas 

enzimas ya que los sitios de· restricción respectivos se encuentran 

flanqueando al inserto de la clona en el plásmido pGEM-1 (contenido en el 

bacteriofago A. GEM-4). El fragmento liberado es de aproximadamente 1.5 Kb 

y fue clonado en el plásmido Bluescript SK+/SK-. Posteriormente se obtuvo la 

secuencia de DNA de cadena sencilla con el fago ayudador M13VCS. 

Para identificar cuales de los fragmentos de restricción corresponden a la 

secuencia del gen completo se: realizó un análisis tipo Southern; los 

resultados se describen a continuación. 

TESIS CO"f 
FALLA DE ORIGEN 

62 



Vll.J:ll. Análisis por Sou'thcrn blof' de las clonas gcnámfcas. 

Se realizó un Sou1"hern b
1
lo1" de las clonas positivas digeridas con diferentes 

enzimas para identificar cuales de los fragmentos de restricción hibridaban 

con la sondas específicas utilizadas en ·el tamizado. 

El análisis por Sou1"hern blot de la clona C109.:I:I.3 mostró que las sondas 3• y 

5• del cDNA hibridaron con varios fragmentos de diferentes tamaffos (figura 

17B y 17C). De es1"os. se eligió trabajar con el fragmen1"o ob1"enido con la 

digestión doble Apa:I/Sstx:r (carril 2) que hibridó con las dos sondas 

respectivamente y que tienen el tamaffo esperado. 

Por otro lado. el resultado del análisis de las clonas T101T.1, T101T.2V y 
T101T.500 por Southern blo1" muestra que las diges'tiones obtenidas con 

Apa:r. Apa:I/Salr. y Apa:I/Pst":I dividen el cDNA en dos fragmentos (ver 

figuras 1BB y 18C; carriles 3, 4, 7. J,O, 11. 14. 16, 17 y 20). Los fragmentos de 

3.0. 2.0 y 1.5 Kb hibridaron con mayor intensidad con la sonda 5• mientras que 

los fragmentos de 300 pb hibridaron con mayor intensidad con la sonda 3 • • 

por lo que concluimos que los fragmen1"os de 3.0. 2.0 y 1.5 Kb tienen la 

secuencia completa del gen. Estos fragmentos son comunes a todas las clonas 

por lo que. a pesar de que existen diferencias en el tamaffo de los inser'tos. 

los fragmentos correspondien1"es a la secuencia de la clona de cDNA T101T 

son los mismos en cada clona, por lo que en los siguien'tes análisis se u'tilizó 

únicamen1"e el fragmen1"o Apa:r de 3.0 Kb de la clona T101T.1. que es el si'tio 

de hibridación de mayor tamaffo. 

Posteriormen1"e. los fragmen'tos seleccionados fueron clonados en el vec'tor 

pBluescrip1" SK+ an'tecedidos por un promotor T3 y T7 respectivamente, para 

facilitar la es'tra1"egia de secuenciación de las clonas. 

"Fi::-r_:: SON 
FALLA DE ORIGEN 
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Carriles: 1. 1 Kb; 2. Apa r/Bstxr; 3. Apar/Ncor; 4. Pstr/Bstxr: !5. Apar/BamHr; 6. Apar/Salr; 
7. BamH/Bstxr; a. Salr/Bstxr: 9. BamHr/Ncor; 10. Salr/Ncor; 11. BamHr/Clar; 12. 
EcoRr/Clar; 13. Apar 14. Ncor; 1!5. BamHr; 16. Bstxr: 17. Pstr: 18. Salr: 19. EcoRr; 20. Ciar. 

a Sonda 3 prima 

-~ 
~1.llCb 

c Sonda !5 prima 

-
Figura 17. Análisis de hibridación 1'ipo Southern del [)NA genómico de la geno1'eca 
de maíz. A) Pa1'rón de restricción del DNA con diferen'tes enzimas. Los fragmen'tos 
fueron separados por elec1'roforesis en agarosa al 1.0% y teffidos con E1'Br. 8) 
Au1'oradiografía de la hibridación tipo Sou1'hern con1'ra diferen1'es fragmen1'os de la 
clona de cDNA C109 marcada radioac1'ivamen1'e con [ 32P] dCTP. El lavado de al1'a 
as1'ri'!gencia fue a 65°c. con SSC O.lx /S[)S 0.1%. 
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Figura 18. Análisis de hibridación "tipo Southern del DNA genómico de la geno-teca 
de maíz. A) Pa"trón de res"tricción del DNA con diferen"tes enzimas. Los fragmen"tos 
fueron separados por elec"troforesis en agarosa al 1.0,,. y "teffidos con E"tBr. 8) 
Au"toradiografía de la hibridación "tipo Sou"thern con"tra el cDNA de la clona T101T 
(se dividio en dos fragmen"tos: 5' y 3') marcada radioac"tivamen"te con [ 32P] dCTP. El 
lavado de alta as"tringencia fue a 65°C, con SSC O.lx /SDS 0.1,, •. 
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V:I:I.:IV. Ob'tención de la secuencia comple'ta de las clonas gen6micas. 

Las clonas genómicas seleccionadas a partir del análisis tipo Sou'thern bio't 

fueron secuenciadas mediante el método de dideoxinucleó'tidos 'terminadores 

de 'la síntesis de cadena (Sanger e"t al .• 1977) utilizando los oligonucleó'tidos 

universales T3 y T7 específicos para el plásmido pBluescrip't SK+. y los 

oligonucleótidos específicos de las clonas de los cDNAs Cl09 y TlOlT (ver 

materiales y métodos). Las secuencias obtenidas fueron analizadas u'tilizando 

el paque'te de programas de GCG. BLASTy fASTA. Los alineamientos de las 

secuencias obtenidas frente a las secuencias de los cDNAs confirmó la 

presencia de los extremo~ 3' y 5: e indicó la orientación del gen respecto a 

las clonas en el vector de clonación. 

La secuencia genómica de la clona C109 contiene 1498 pb que exhibe un 

marco de lectura abierto de 350 aa (Figura 19). La secuencia se encuentra 

interrumpida por un intrón de 170 pb que interfiere con el marco abier'to de 

lectura entre los nucleótidos 335 y 505. El intrón fue identificado por la 

presencia de secuencias conservadas aceptoras (3' AG) y donadoras (5' GT) 

de "splicing". Se realizó el análisis del uso de codones de la clona comple'ta 

C109 utilizando el programa "Codon Preference" del paque'te de GCG, para 

determinar el uso preferencial de codones de la secuencia, ya que un análisis 

anterior mostró que la secuencia del cDNA predice dos posibles marcos de 

lectura abierto {No. de Acceso en el GeneBank: AF134580). En la figura 20 

se muestran los resul'tados de es'te análisis; la secuencia 'tiene un uso 

preferencial de codones en el primer marco de lec'tura. 

Como par'te de la carac'terización de la secuencia de la clona C109, se 

identificó el sitio de inicio de la transcripción u'tilizando el programa "PLACE" 

{Plan't cis-acting regulatory DNA elements) que es una base de secuencias 

nucleo'tídicas que identifica elemen'tos de DNA regulatorios en plan'tas (Higo 

K, e"t al., 1999). El inicio de la transcripción se encontró a 62 pb corrien'te 

arriba del inicio de la 'traducción {ATG}. La secuencia inicio de la 
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Transcripción es CTC~ TCT (donde A indica el nucleóTido de inicio), que es una 

secuencia consenso de injcio de la Transcripción en algunos genes de planTas 

que ya se han descriTo (Joshi C.P. 1987). De igual manera, la seffal consenso 

de poliadenilación AATAA reporTada para oTros genes de planTas (Morgen, 

B.D .• e't al., 1992) fue idenTificada en la posición +1430 a +1434 de la 

secuencia. En la figura 19 se muesTran los elemenTos regulaTorios 

enconTrados. 

Por otro lado, la secuencia genómica de la clona T101T tiene 1817 pb con un 

marco de lectura abierTo de 70 aa (Figura 21). El análisis de esta secuencia 

idenTifica el inicio de transcripción (CCA TCT) a 93 pb corriente arriba del 

inicio de Traducción y a un elemento de inserción llamado Dsl en la región 5~ 

del promotor similar a un elemento reporTado para la secuencia del gen ABP1 

de maíz que juega un papel en la percepción de auxina (Elrouby e't al .• 2000). 

La secuencia de la clona de cDNA C103 tiene 1435 pb y contiene un marco de 

lectura abierto de 355 aa (Figura 22). La señal de poliadenilación consenso 

AATAA se identificó en la posición +1371 a +1375 de la secuencia. 

"!"!'!"T':' CON 
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a 11 • ll D 'r T w "\1: Q A 2: A V L r I> Q •• 
GCTCTA=GGCGCCAGGAAGA=CGACGACGTCGACCGCA=ru\GCT 780 

L Y V G A R K T A A W D D D V D R K S L 
CA=c==c===CGGGAACCGA=GTGGACGTCCGG 840 

T L D a • p V ll L L p a T D A A w T • G 
c===c===TCACCCGCACCA=GGCCAACGGCGTGCTCG'l'CT 900 

A V p A L s V T a T • A A • a V L V • L 
===TTCAcCATCA=CAACGCcGTGCCCATCACAGAGGAGGAGI'CCAGGGT 960 

I> G ll P T % ll A N A V P % T • S S 8 ll V 
GCACCGGTAC=TCAcGGCCGACGA=CTC=GCAc==~ 1020 

H R Y G V T A D D C L A H L D L A P K P 
==cc=cGAcG===G=GGCCAGAc=AccGCTCCGA=Ac= 1080 

a A L T A D V H a V V G Q T y R • D y V 
CAACCGGTTCGATGTCAAGGCCTCAATGCCCACCATGGGAGGGGACAGCAACTACACCAC 1140 

H R P D V K A 8 H P T K G G D 8 H Y T T 
a==c==c==c=TA=AGCCG 1200 

• • L • A A D e A V A R y A • • a G • R 
TGACGA==A"r<"-.G=GATCGCTGGCATCACc=TGCCAGTGGCA== 1260 

D D a V A • V • • % A G % T e A • G • G 
=CAAGGCGTGG=~=AACCAAGGAGGTGTGCTTCTACTTATTTATACGC 1320 

G Q G V V C k K • 
CGA~TCACACGAGAGTTAA~AAA=ATGATGTTATC~AACTGCT 1380 
ATATATATAT~=ATCA=TGACATTCACACCGCAATAAGGCTI'G 1440 
CCAc=GTTG=aTATTCACATTTGATT 1498 

Figura 19. Secuencia nucleo"tídica y polipep"tídi.ca deducida de la clona C109. 
La clona C109 presen"ta un marco de lec"tura de 1498 pb que codifica para una 
pro"teína de 350 aminoácidos. La secuencia se encuen"tra in"terrumpida por un 
in"trón de 170 pb en"tre los nucleó"tidos 335 y 505. El nucleó"tido +5 
corresponde al si"tio de inicio de "transcripción. La seffal consenso de 
poliadenilación se encuen"tra en le"tras remarcadas en la posición +1430 a 
+1434. 
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Figura 20. Uso preferencial de codones de la clona C109.J:J:.3. La figura 
muestra tres marcos de lectura donde la línea continua representa el uso de 
codones. La clona C109.J:J:.3 presenta un uso preferencial de codones en el 
primer marco de lectura. 

ITSIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

69 



1 CAC=Ac==c=CTTGG=c=ACI'GCGTGGGA 
61 ='TATrAG=CCATTCAATTCAGATGACCACAAAAGC'ITl'CAAAGGGTA'l"rAATrAAG 

121 AAAAAGAAAGCAACACAAAA=ACCACCATrACCCACCACC=rGCA=rGTAGT 
181 TAGCITrrl'GCCA=~=CA'I'GGGAA='GGATAA~Cl'TGJ\GTAAGC 
241 AACACTCCGTAGCACATCCTCA'I'T,TTCTTI'CC'Trl'CTAGI l ICI l ICI l l'Cl'l'ATGT 
301 TATGATrTr'I"rCCCTG'I"I'TCG'I'=AA'ITI'GTTA=AA=AAATGGAGTACATAT 
361 ATTITI'CCTATAGGATACATTCATATAGATI'GCCACGM'AGt=l'CIGll~~ 
421 \..cp.\..qrcGTGTAAAOC..CCCGTf'..CMAATAf 1\7 1 1 1 l\7Ta~AGAA 
481 GACJmAAGTTIGAAATAATCAGTAAGATAGGAAGTGCGATAAAAAAATCTGTI'GGAGATA 
541 ATCTI'AGCATGAGCTGTGCGTGATrI'CcrrccTAA.CAAAACCACGI'GrrGl l l IC'CCACC 
601 GCAGAGCACACAGCATGACAGCAGCA=oATTTTCATACATCTGGCGGT= 
661 GTCCTTAATGGAAAGCACAGTCG==A=ACI'GTACCATACTTATAATATAATC 
721 ATCATACGAACCAG=='CTTTGCAAATGGAAGTAAc=Ac=Ac=AG'l"I'GG'l'ACC 
781 GTAGTI"GGTACCATAcrrATAATACAAGCACATCCACACGGGTCAACCTAAGGCTCGTGA 
841 CGACTCCACTCCACGCGACGTGTAGACGCAACGCAAGTACGCAACGCAGGGGAACGAAA 
901 TGGAAGGGGAAAAGCAA=A=A=CAGAT'I'I'G<:;ATTCACA=CAAAAGCAACGAGT 
961 ===AAcGAGA=AAc=A=A=c=TTCCATTTTGTCAACCCCCACAAA 

1021 A=CATACACGA=GAAc=GGACA~==cGGACA=TCTCATG 
1081 CACGACCACGGACCACCCCA=CCAACACCACCATTTAAGCA= 
1141 ccccc=c=CAA~CTTA=ACA=ACA~CAAAGCTAAAAAAAC 
1201 =A~=c=c=c=CAAGTGAc=ACG=GTC=A=ACC 
1261 TAa=A=AGGACGA'l'OGCGTTAc=c=== 

• A L L • a e • L A V • V A V 
1321=cGGTGGTGCTC==A== 

A V V L L L L C O Y A L O A A • G A a P 
1381 =CA=CAc======c~= 

L p Q Q H Q Q A s Q Q r s T A • L • V r 
1441 ==GA=c=c=c=cGAGGAa=GGCCATTAGCAGTC=ACA 

V V A R A o p a • a o A G • 
1501 GAC=c=TGCA==G=GAAGTCTTATrAATTCTCAAA~TCATTAATCAA 
1561 GGAlllllll'CCCTCTCIIIIAATI'TAC'I'CTI'CTAGCTACTACTrCT'I'CTGCTGTT 
1621 =====CTGTTCTAAGGA=CATA=TGTCGATCTGACAGGG 
1681 TGAGCAAGCTAAGI l l IGIGCCCTI'CGATGTI'TATATTGGTI'T'ITI'ATI'TATCCTn:n'AC 
1741 ATGTAAAACAGGATAA=a==TA.CJ'IA.1~1'AAA.AJIA.11'AAAAP..AJ\AJ1'AAA.AJ\AJ1'AAAA 
1801 AAAAAAAAAAAAAAA 1817 
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960 

1020 
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Figura 21. Secuencia nucleo'tídica y polipep'tídica deducida de la clona 
genómica TlOlT. La clona TlOlT 'tiene 1817 pb con un marco de lec'tura de 70 
aminoácidos. En el recuadro se, seí'lala el si'tio de 'transcripción y con le'tras 
subrayadas se resal'ta la secuencia que corresponde al elemen'to de inserción 
Dsl. 
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1 ATCCATCCCTGTGACGGGCGATCC==ACCGACGA'ftilGTGl'C==cG 60 
M V • A V L a 

61 ACCATCCTCGTGACGGGCGGCGCCGGGTACATCGGCAGCCACA='GCTGCAGCTGCTG 120 
T % L V T ~ Q A Q Y % Q 8 B T V L Q L L 
CAGCAGGGCTTCCGCGTCGTCGTCG'I'CGACAACCTCGACAA=c= 180 
Q Q Q P R V V V V D M L D • A • • A A L 
===cGGGCACGACGGCGCCAAC=i<::r=CACAAGG'l"I'GAC 240 
A a V A • L A Q B D Q A M L V P B K V D 
=GACAGGCA=TTGGTGGACA='I'CGCACAGGTTCGAGGCTGTTT 300 
L a D R H A L V D % P B B B R P • A V % 
CA=TTGGGGAGAGCGTGCACAAGCcc==ACGAC 360 
H P A Q L K A V Q • B V B K P L L Y Y D 
AACAAC=GGCACCATCACCCI'CCTCGAGGTGATGGCTGCGAACGGCTGCAAGAAG 420 
• • L V Q T % T L L • V M A A M Q C K K 
=TTCTCGTCATCTGCAACTGTCTA=CCAAGGAAGTACCATGCACCGAA 480 
L V P S S S A T V Y Q W P K • V P C T • 
GAATTC=GCTCTGCGCCACCAATCC=ATGGGCGGACAAA=ul'GATI'GAAGACATC 540 
• r p L e A T • p y Q • T k L V % • D % 
=GCGACGTCCACCGCTCCGAC=GGA~TCATACTGCTCAGGT~C 600 
C R D V H R S D P D W K % % L L R Y P M 
=CGTTGGCGCTCATCCAAGCGGGTACATCGGCGAAGA=C=GGTGTCCCGAACAAC 660 
P V Q A H P S Q Y % Q • D P C Q V P M • 
CTGA==ACGTGCAGCAAGTCGCTGT'IGGGAGGTTAC==cCTCACGGTCTA= 720 
L M P Y V Q Q V A V Q R L P B L T V Y Q 
ACGGA=ACAGCACCAAGGATGGGACTGGGGTGCGTGATTACATC~ 780 
T D Y S T k D G T G V R D Y % H V V D L 
GCTGACGGCCACATAGCAGCCCTGAGGAAGCTCCACGAAGACTCCGACAAAATAGGCTGT 840 
A D Q H % A A L R K L B • D • D K % Q C 
GAAGTGTACAA=~GGGGA=TGTI'GGAAATGGTGGCTGCATTC 900 
• V Y U L G T G k G T B V L S M V A A r 
GAGAAGGCTTCTGGGAAGAAAA'I'CC=TGTTCGC'l'GGGCG=cGGAGA=cA 960 
• K A S Q K K % P L V P A Q R R P Q D A 
GAGA=A=cGCAA=CAAGGCAGAGAAAGAGCTCAAATGGAAGGCCAA=AC1020 
• % V Y A A T A K A • K • L K W K A K Y 
GGGATCGAGGAGATGTGCAGAGATCTGTGGAA=GAGCAAGAAC=ACGGC.TAC 1080 
Q % • • M C R D L W R W A • K M P Y Q Y 
GCTGGGTCACGCGACAACAGCAAATGAACCACCCATCCATGCATCCCA==AGG 1140 
A Q S R D M S K 
AGCAAGCAGCAGCCTTATAGCCTATGCTACCATAATTAATT~AACI'CATCAATCATGC 
ATACATAATCAGC==cATCTGATTAGGGGTACTGCGA'1'GGGCCl'CGCTT 
ATAGAGGGAGGAGGAGGGGGGTCATCTI'GATA'rI<:l l l l l l l l~'l'CATrCCCGAA'rGATr 
ATTATTA=AGCCAGT'I'CGATATTACI'CCA=AGAGAAGG~GC'l'CC 

ATTCATATACCTAACTAAAGATATATATATACATGCAT'I'CAAAAAAAAAA435 
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Figura 22. Secuencia nucleo1"ídica y polipep1"ídica de la clona de cDNA C103. 
La clona 1"iene 1.435 pb y con1"iene un marco de lectura abierto de 355 
aminoácidos. Se iden1"ificó la seffal de poliadenilación consenso AATAA en la 
posición +1371 a +1375 de la secuencia. 
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V:I:I. V. Análisis comparat"ivo de las secuencias complef'as de ·las clonas 

genómicas. 

La comparación de la secuencia de la clona C109 (ZmC109) con las secuencias 

proteicas descritas en bases de datos, usando el programa BLAST, 

identifican varias secuencias homólogas con plantas, incluyendo a prot"eínas 

de maíz, arroz y arabidopsis. El porcentaje de identidad entre la clona C109 y 

sus homólogos, es el siguienf'e: 98% ·con Zea mays (ZmRCP2) [No. de Acceso 

, AB021176], 61% con Oryza sa"tiva (Osaf') ~No. de Acceso CAC>4066.1], 60'Yo 

con Zea mays (ZmRCP1) [No. de Acceso AB021175], 60'Yo con Arabidopsis 

"tha/iana (Athal) [No. de Acceso BAB02467], y 50%.con Arabidopsis thaliana 

(Af'ha2) [No. de Acceso' BAB853.20]. La figura 23 muestra el alineamiento 

entre estas proteínas. Las seis proteínas tienen un peptido señal putativo N­

terminal hidrofóbico y un motivo de seis residuos de cisteínas conservados 

en tres pares de Cys-X-X-X-Cys. 

La clona C109 predice una proteína con un alto porcentaje de iden"tidad 

llamada ZmRCP2. que se expresa específicamente en la cofia de maíz 

(Matsuyama e"t al .• 1999b). Esta proteína con"tiene el motivo conservado de 

cisteínas y es similar a otras pro"teínas que codifican para plan"tas. Sin 

embargo aún no se conoce su funcic?n. El pa"trón de expresión de ambos C109 

y ZmRCP2 fue detectado en las células secretoras de la cofia. La expresión 

del RNAm de la clona C109 es muy abundan"te en las capas de la periferia de 

la cofia que contienen las células que secretan mucílago (Figura 11A) y su 

ciné"tica de expresión durante la regeneración de la cofia y cen"tro quiescen"te 

después de cortarlos del res"to de la raíz indica que se requiere la 

regeneración del cen"tro quiescen"te para la expresión de este gen en la cofia. 
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maíz ZrnRCP2 

arroz CAD4066.1 
maíz ZrnRCP1 
Atha1 BAB02467 
Atha2 BAB85320 

maíz 
maíz 
arroz 
maíz 
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Zm109 
ZmRCP2 
CAD4066.1 
ZmRCP1 
BAB02467 

Atha2 BAB85320 
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MARAYMAVAV A-LFLVVVCA 

• • * * * * KCRPRKL-YP YCPGKPMElCP AE'CSQSCYAD .CSSCKPVc..:.c ~~ 97 
KCRPRKL-YP YCPGKPMElCP AECSQSCYAD CSS,C::~'-V CCS'llPGAEL~T·~ 

1
9
0

7
5 __ .:;;_;_;__:__p DCTVEPRACP RGCRDMCYVH C:PTCKLVC:-L •~ :dX::9IJI) 

KCTNIKSNKT TCSA---Tc:N ARCPHl<CLIQ C:P5.CKTFCLC D~SCQt> 99 
RCKKQR--SP -CYGVEYTCP ADCPRSCQVD CVTCKPVC:'-N CDICPG~ 381 
GKRDQELsCA DTKGKKKGC:M AKc-N-ocIVM 'cmci<TFCMC oFYi>G-SCGi) 101 

PRFIGGDGNA FYFHGRRDAD FcvLSDRDLH 
PRFIGGDGNA FYFHGRRDAD FCVLSDIU>l'..H 
PRF\IGGJ;iGNK FLFHGRKDAD FCLLSDANLH 
PRFTGADGNN FYFHGKKDRD FCIVSDAALH 
PRFIGGDGLT FYFHGKKDSN FCLISDPNUi 
PRFTGGDGNN FYFHGKKDHD FCIVSDADLH 

i~~~ =t~ ~-~=:~~= ==~ 
VQALGIRFOO HRLYLGVRRT VRli)IDAAVDRL 'éI.TFP.GAP.V- --ELDAV-PA 
IQALGIRFAH Hfil;Y~AAQRT PRWDAAADHL ALALDDEOVD VASf;;t;pRFVG 
VQSIAILFGT HRLYVGALKT ATWDDSVDRI AVSFI:iGNvr- --S-LPQ-LD 
:coAI.GrRFAD liRLYM'GALKT Af<Wss'DvriRL ':E:i.AFriGAP\T- --DllPAo-Li:> 

AA-W'rS--GA VPALSVTRTS A-ANGVLVSL DGRFT:CRANA YP:C'1'EEESltV 
AA-W'rS--GA VPALSVTRTS A-ANGVLVSL DGRFTIRANA VP:CTEEESRV 

~=~~~==~ ~~=~ ~=~ ~ ~ 
GARWTSSPGV YPEVSVKRVN TDTNNLEVEV EGLLKITARV VP:J:TMEDSRI 
AR-WES--AA VPGLTVTR'l'A A-TNAVRVQL AGVFDIMANV VP.XTEHDSiU: 

HRYGVTAD-­
HRYGVTAD-­
HGYGLTAD-­
HNYGVREDDG 
HGYDVKED-­
HNYGVTEE--

DCLAHLDLAF KFGALTADVH 
DCLAHLDLAF KFGALTÁDVH 
ris:c.AHLNvAF KFY'srSADVli 
J:>TLAHLDLGF KFYDLTDJ:IYH 
DCLAHLDLGF KFQDLSDNVD 
DSLAHLOLGF·KFYDLSDDVH 

SMPTMGGDSN YTTSSLFAAD CAVARYAPSG GSRD--:~ 
~!='SN .~s~µ.o:~ CJ>.VMY~!3P q~~ 
KI~SAGK YAVSDIFATD CEVARFAGED GALA--SSVG 
NMPVM:3GAPD YLSSDLFSTD CAV1\RF---G GRRH--Q-QA: 
HMPVM3GDRE FQTiuLFAPD CSAARFTGNG 00-N--NGRS 
SMPVMGGAPS YVASDIFSAD CAvARFGHRA G---------

~CKK 
SSGM3GQGVV CKK 
GSGKGSAGLV CKK 
DDI:M-----­
ASGLGGKGVV CKR 
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147 
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Figura 23. Alineamiento múltiple de la clona C109 y otras proteínas relacionadas. 
Los aminoácidos que son conservados entre las proteínas se muestran en cuadros 
grises. El recuadro marca el peptido señal putativo que tienen las proteínas y los 
asteriscos indican un motivo de seis residuos de cisteínas ·conservados en tres pares 
de Cys-X-X-X-Cys. 
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El análisis por BLAST de la Se(;uencia de la clona C103 (ZmC103) [No. de 

Acceso AAP68981] mostró que tiene un alto porcentaje de identidad con la 

enzima UDP-galactosa-4-epimerasa. Se realizaron alineamientos de la enzima 

con sus homólogos en otros organismos (Figura 24). Los resultados revelan un 

una identidad de 89% con Oriza sativa (Osat) [No. de Acceso BAC02925], 

81% con Cyamopsis tetragonoloba (Ctetl) [No. de Acceso A.7005082], 81,,o 

con Arabidopsis thaliana (Atha) [No. de Acceso NP _194123], ], 68,,o con 

·Cyamopsis tetragonoloba (Ctet2) [No. de A,cceso A.7005081], 68,,o con Pisum 

sativum (Psat) [No. de Acceso U31544] y 61"º con Homo sapiens (Hsap) [No, 

de Acceso NP _000394 ]. , 

La enzima UDPG epimerasa catoliza la conversión reversible de UDP-D­

glucosa a UDP-D-galactosa. La principal función de esta enzima en plantas es 

la producción de UDP-D-galactosa utilizada en la biosíntesis de polímeros de 

la pared celular, incluyendo los galactomananos (Campbell et al. 1982). Este 

tipo de moléculas aparecen en las paredes celulares del endospermo de 

algunas semillas de leguminosas {ej. Cyamopsis tet-ragonoloba), donde juegan 

también un papel de reserva energética y absorción de agua. Contienen una 

cadena de manosas unidas por enlace ¡3(1-4) y cuando aparece un residuo de 

galactosa éste se une a la manosa mediante enlace 13(1-6). 

Finalmente, el resultado de la búsqueda de secuencias similares por análisis 

tipo BLAST para la clona T101T (ZmT101T) [No. de Acceso AAP58405] 

muestra que no existe similitud alguna con proteínas ya reportadas, por lo 

que podría tratarse de un nuevo gen de maíz. Por análisis tipo Southern con 

DNA genómico de maíz y de arabidopsis, la sonda de cDNA T101T hibridó con 

un fragmento (1.5 Kb) del DNA genómico de la primera especie, pero no con la 

segunda. Estos resultados sugieren que el gene ZmT101T no está dentro del 

genoma de esta última especie (datos no mostrados) lo cual además es 

congruente con el análisis de secuencia mencionado. 
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maíz ZmC103 MVSAVLRTIL V'l'GGAGYIGS HTVLQLLQQG FRVVVVDNLD ~ so 
arroz BAC0292S MVSALLRTIL V'l'GGAGYIGS HTVLQLLQLG FRVVVLIJta.D ~LRV so 
Ctet1 GEP148 MSS---QTVL VTGGAGY:IGS HTVLQLLLGG FKAVVVI:R&D NSSETAIHRV 47 
Atha. NP_194123 M--A--KSVL V'l'GGAGYIGS HTVLQLLEGG YSA~ NSSAASLQ"" 43 
Ctet2 GEP142 ~~:::::~ ~~I~-~8~ ~n~~~ so 
Psa.t U31S44 so 
Hsa.p NP_000394 --------VL VTGGAGYJ:GS HTVLELLEAG YLPVV:Il:NFH N1\FRG~ so 

maíz ZmC103 AELAGHDGAN LVF.HKVDLRD RHALVDJ:FSS HRFEAVJ:Hll'A GQCA'\laESYH 100 
arroz BAC0292S RELAGHNANN LDFRKVDLRD ~™~~~ QRFEAVJ:HPA GQCAVOBBVQ 1f1J1 Ctet1 GEP148 KELAGKFAGN LSFHKLDLRD ~~~~ Atha. NP_194123 KKLAGENGNR LSFHQVDLRD RPALEKJ:FSE 90 
Ctet2 GEP142 RLLVGPLSSN LHFHHGDLRN :IHDLD:ILFSK 

TKFDAVDQl'A ~ 100 
Psa.t U31S44 REVVGSNSQN LEFTLGDLRN KDDLEKLFSK S~VJ:HFA GLlal: . 100 
Hsap NP_000394 QELTGR---S VEFEEMD:ILD QGALQRLFKK YSFMAVJ:HPA GLlal: 100 

maíz ZmC103 KPLLYYDNNL VGTJ:TLLEVM AANGCKKLVF SS~'i'\1'.l(GWP ~ 
1SO 

arroz BAC0292S KPLLYYDNNL :IGT:ITLLQVM A'AHGCTKLVF. SSSATVYGWP 1SO 
Ctet1 GEP148 KPLLYYDNNL :IGT:IVLFEVM AAHGCKKLVF SSSATVYGLP KEVB::TBll:F.P 147 
Atha. NP_194123 KPLLYYNNN:I VGTVTLLEVM AQYGC}Qo;ILVF SSSA'lV'.l'GWP ~p 140 
Ctet2 GEP142 NPSNYYDNNL ~~:i:ret~ SKFNCKKLVJ: ¡¡¡¡¡¡~~~ ~i~~ 147 
Psa.t U31S44 NPRRYFDNNL AKHNCKKMVF 1SO 
Hsa.p NP_000394 KPLDYYRVNL TGTJ:QLLEJ:M KAHGvKNLVF S§~~ QYI.'.PLDBAHP 1SO 

maíz ZmC103 LCATNPYGRT KLVJ:EDJ:CRD VHRSDPDWKJ: J:LLJ;t~ ~"= 
200 

arroz BAC0292S LCAMNPYGRT KLVJ:EDMcRo LHASDPNWJa J:LLRYF.NP.!VG 20,0 
Ctet1 GEP148 LSAANPYGRT KL:IJ:EEJ:CRD :IYRAEQElllJKJ: J:LLRYFNPllG 

~= 
197 

Atha. NP_194123 :ISATNPYGRT KLF:IEEJ:CRD VHRSDSEll\JKJ: J:LLRYF'NP.YG 189 
Ctet2 GEP142 LHAMNPYGRS KLFVEEVARD i8~I J:LLRYFNPllC 

=~ 
200 

Psa.t U31S44 LQAMNPYGRT KLFLEEJ:ARD VLLR~ 200 
Hsa.p NP_000394 TGCTNPYGKS J<FF:IEEM:IRD LCQADK'.IWNV VLLRYFNP'DG AHASGC:IGED 200 

maíz ZmC103 PCGVPNNLMP YVQQVAVGRL PHLTVYGTDY STKDG'i'GVRD 
~ 

2SO 
arroz BAC0292S PCG:IPNNLMP FVQQVA~RR PALTVYGTDY NTKDG'i'GVRD 2SO 
Ctet1 GEP148 PRGJ:PNNLMP FVQQVAVGRR PALTVFGNDY TTSDG'X'GVRD Y3'.HVVDLADG 247 
Atha NP_194123 PLGVPNNLMP YVQQVAVGRR PHLTVFGTDY KTKDG'i'GVRD YJ:HVMDLADG 239 
Ctet2 GEP142 PRGLPNNLMP Y:IQQVAVARL PELN:IYGHDY l?TKDG'rA:IRD ~ 2SO 
Psat U31S44 PRGIPNNLMP ~~~ PELNVYGHDY PTRDGSAJ:RD YJ:HVMDLADQ 2SO 
Hsap NP_000394 PQG:IPNNLMP EALNVFGNDY DTEDG'X'GVRD ~ 2SO 

maíz ZmC103 H:IAALRKLHE DSDKJ:GCEVY NLJ:>TGI<GTSV 

iBI 
300 

arroz BAC0292S HJ:AAi.RKLYE DSDR:IOCÉV'ii NLGTGKGrSv 300 Ctet1 GEP148 HJ:AALRJ<LND --PKJ:GCEVY NLJ:>TGl<GTf>.V 281 Atha NP_194123 Hl:AALRKLDD --LKJ:SCEVY ~TSV 280 Ctet2 GEP142 Hl:AALRRLF- TTDNIGCTAY NLGTGRGTSV ~ 299 Psa.t U31S44 HJ:AALRJCLFT -SENJ:GCTAY NLGTGRGSSV LEMVAAF.l!:KA 300 Hsap NP_000394 HJ:AALRKLKE ---QCGCRJ:Y NLGTGTGYSV LQMVQAMEKA SIGllQaflYK\1V 297 

maíz ZmC103 GRRPGDAEJ:V YAATAKAEKE LKWKAKYGJ:E ~~AQS 3SO 
arroz BAC0292S GRRPGDAEJ:V YAQTAKAEKE LKWKAKYGVE-~~a= 349 
Ctet1 GEP148 GRRPGDAEvv YASTNKAERE LNWKAKYG:ID 319 
Atha m;¡;;j:~~123 GRRPGDAEVV YASTEKAERE LNWKAKNGJ:E EHCRDLWNllfA ~SS 318 
Ctet2 PRRPGDATAV YASTEKAEKE ~ ~~~= 348 
Psat U31S44 PRRPGDATEV YASTAKAEKE 3SO 
Hsap NP_000394 ARREGDVAAC YANPSLAQEE LGWTAALGLD RMCEDLWRWQ KQNPSGF--- 344 

maíz ZmC103 RDNS 3S4 
arroz BAC0292S PDSS 3S3 
Ctet1 GEP148 EDSS 349 
Atha NP_194123 SNGS 348 
Ctet2 GEP142 
Psat U31S44 
Hsap NP_000394 

Figura 24. Alineamiento múltiple de la clona C103 con sus homólogos en otros 
organismos. Los aminoácidos que son conservados entre las proteínas de diferentes 
organismos se muestran en cuadros grises. 
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vm. - CONCLUSJ:ONES 

Se caracterizaron molecularmente tres genes de la cofia de la raíz de maíz a 

partir de clonas específicas de cDNA denominadas C109. T101T y C103. La 
caracterización de genes expresados en la cofia es uno de los primeros pasos 

para entender cómo es que esta estructura. dirige los movimientos de la raíz 

hacia o en contra de los estímulos ambientales. 

Los genes ZmC109 y ZmT101T se aislaron a partir de un tamizado en un 

banco genómico de maíz u;tilizando, como sondas diferentes fragmentos de las 

secuencias de las clonas de cDNA. Se obtuvo la secuencia completa de los 

genes ZmC109 y Zm T101 T y de una clona de cDNA denominada C103. 

• · El marco de lectura abierto del gen ZmC109 es de 350 aa interrumpido 

por un intrón de 170 pb. La clona C109 muestra un uso preferencial de 

codones en el primer marco de lectura. corroborando de esta forma que el 

gen aislado codifica para una proteína de maíz llamada ZmRCP2 y no para 

una proteína AGP clásica. El análisis de la secuencia ha demostrado que el 

gen ZmC109 es muy similar a ZmRCP2 de maíz con 98'Yo de. identidad cuya 

función no se conoce. 

• El análisis de la secuencia de. ZmT101T mostró que no tiene. homología con 

ninguna proteína descrita en el banco de. genes. por lo que. se. sugiere. que. 

se trata de. un nuevo gen de maíz. 

• La secuencia nucleotídica de.I ge.n ZmC103 predice un marco de. lectura 

abierto de 355 aa. El gen ZmC103 es homólogo a la enzima UC>P-galactosa-

4-epimerasa con 89% de identidad. La función de. esta enzima e.n plan'tas 

es la producción de. UDP-C>-galactosa utilizada en la biosíntesis de 

polímeros de. la pared celular. 
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En un futuro sería muy importante identificar los promotores contenidos en 

las clonas de la cofia coi;i el fin de dilucidar los posibles mecanismos de la 

expresión de estos genes. 

Además, la obtención de anticuerpos específicos, nos permitirá conocer mas 

sobre la localización intracelular de estas proteínas. 

También sería importante conocer la localización y distribución mas 

específica de estos genes en otras especies de plantas, como arroz y 

arabidopsis con las que hemos encontrado una alta homología y poder analizar 

su función. 
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Three maize root-specific genes are not correctly expressed 
in regenerated caps in the absence of the quiescent center 
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Rcccivcd: 22 Scptembcr J 999 / Acccpted: 9 Novembcr 1999 

Abstraer. The quiescent center is viewed as an architec­
tural templatc in the root apical meristem of ali 
angiospenn and gyrnnosperm root tips. In roots of 
Arabidopsis rltaliana (L.) Heynh., the quiescent center 
inhibits difTerentiation of contacting initial cells and 
rnaintains thc surrounding initial cclls as stem celJs. 
Here. the role of the quicscent center in the development 
of the maize (Zea mays L.) root cap has bcen further 
explored. Three maize root-specific genes '\vere identi­
fied. T'\vo of these '\Vcre exclusively expressed in the root 
éap and one of thcm cncoded a GDP-mannosc-4,6-
dehydratasc. Most likcly these two genes are structural, 
tissue-specific markers of the cap. The third gene, a 
putative glycinc-rich ccll '\Vall protein9 was expressed in 
thc cap and in thc root epidermis and. conceivably is a 
positional nlarker of the cap. Microsurgical and molec­
ular data indicate that the quiescent center and cap 
initials may regulate the positional and structural 
expression of these genes in the cap and thereby control 
root cap devclopn1cnt. 

Key n·ords: Devclopment (root cap) - Quiescent center­
Root cap initials - Zea (root development) 

lnlroduction 

Root caps (RCs) are the terminal-most tissuc of roots of 
most plants (Barlow 1975). For many years, it was 
bclicved that thc RC functioned only to protect the 
apical meristem of the root. Within the past 25 years. 
howevcr. functions of the RC have bcen shown to be 
considerably more diverse and to include regulation of 
man y aspects of root development (Scheres et al. 1996). 

Abbrcviations: GRP = glycine-rich protcin: QC = quicscent 
ccntcr: RC = root cap 
Correspmulance ta: G. l. Cassab: 
E·muil: gludys@·ibt.unam.mx: Fax: + 52·73-13·99·88 

Root caps perceive and process rnany environrnental 
stimu1i9 mediating the direction of root growth in 
relation to the stimulus gradient. Gravity (gravitropism), 
unilateral light (phototropism), touch (thigmotropism), 
gradients in temperature (thermotrqpism), humidity 
(hydrotropism), and ions and other chemicals (chemot­
ropism) are all examples of environrnental stimuli that 
are perceived and processed by the cap (Hasenstein and 
Eva ns 1988; Okada and Shimura 1990; Fortín and Poff 
1991; Takahashi 1997). 

In roots '\VÍth a ºclosed .. type of construction such as 
maizc (Fig. 4A) and Arabidopsis, a distinct cap meri­
stem9 known as the root cap initials. is present. This 
Jayer of initials consists of the most rapidly dividing and 
least differentiated cclls in the RC. As ncw RC cells are 
produced by thc RC initials these derivatives are 
displaced through the RC, until they are finally released 
(sloughed-oll) into thc soil as border cclls (Hawes and 
Lin 1990). During thcir passage to the outsidc of the cap, 
cells are transforrned from statocytes (i.e. gravity­
perceiving cells) into sccretion cells. which produce 
mucilage before thcy finally detach from the cap and 
differentiatc into border cells (Barlow 1975; Hawes 
and Lin 1990). If these cclls are allowed to accumulate, 
and are not sloughed off (by suspending the root in air), 
the RC meristem ceases initiating new cells. suggesting 
comn1unication bctwecn border cells and thc RC initials 
(Hawes and Lin 1990). There is also evidence that RC 
initials communicate with adjacent cells located basally 
(proximally) in thc root propcr. If thc cap is excised, the 
adjacent root tissucs alter thcir development and regen­
eratc a new cap (Barlow 1974; Feldman 1976). This 
regeneration of a ne'\\! cap occurs from a population of 
n1itotically inactive root cells designated the quiescent 
center (QC). In experiments in which both the RC and 
QC are together excised a new RC re-forms, but not 
until after a new QC redevelops, leading to the sugges­
tion that the QC functions as an architectural template, 
because it rnainly retards cell differentiation~ and not cell 
division (Feldman 1976. 1998). Recent work using laser 
ablation to dcstroy one or more QC cells in Arabidopsis 
roots has extended this view (van den Berg et al. 1997). 



In Arabidopsis the QC consists of four cells and is 
surrounded by contncting 1neristen1atic initials. When 
one or more of the QC cells is ablated the contacting RC 
initials .. \Vhich normallv lack starch. differentiate and 
develop starch grains. The results of the laser ablation 
studies also suggest that cornn1unication between the QC 
and RC extends only to contacting initial ceJls. Collec­
tively. the surgical and ablation studies indicale lhat 
positional cues play a critica) role in controlling the 
identily of the componen! lissues. In addition, the QC 
and the RC participate in the establishment of histolog­
ical patterns in thc root.. as seen by genetic analysis oí 
the /10bbi1 and bombadi/ mutants (Scheres et al. 1996; 
Willemsen et al. 1998). 

In the current \Vork .. \Ve have isolated three maize 
root-specific genes. T\vo of these are cap-specific and one 
is exprcsscd in the cap and also in the root epidermis. AJJ 
of them apparcntly code for proteins or enzymes of the 
cell wall. Herc. we propase that positional information is 
exchanged between the QC and the RC, resulting in the 

· expression of cap-specific (tissue-specific) genes. We 
·· report on the expression of RC-specific rnarkers in 

.-- the regenerating RC and relate these results to the 
·: , re-establishment of the QC. 

... 
Materials and methods 

Plant 111arerial. Secds of Zea niay.r L. cv. Merit (Asgrow Seed Co.) 
wcrc germinuted as dcscribed previously (Fcldman and Briggs 
1987). Two-day-old primary seedling roots were used in order to 
dissect RCs. Root caps wcre collected using n dissecting microscope 
in dim (4 x 10- 14 W m-2 ) green (515-575 nm) light ns the only 
illurnination. Jmrnediutely after excision from the primary root. the 
cap was frozen by placing in contuct with a g.Jass slide rcsting on a 
block of dry ice. For the isoJation of 750 ng of poJy(A) .... mRNA. 
approxirnateJy 10.000 caps were collected. 

Jsolation of total mu/ poJ.1•A • 111RNA. TotuJ RNA from RCs and 
decapitated root tips wus prepared as described by (Rochester et al. 
1986). Polyudenylated mRNA was isolnted using the polyA tract 
mRNA isolation systems from Promega. 

Co11str11ctio11 and scree11i11g of a cDJ\lA library. An RC cDNA 
libra!")" was constructed by using the Riboclonc system from 
Prornega using poly(A)+ RNA (approximately 0.75 µg). M-MLV 
reverse transcriptasc (200 U/µI) from Gibco-BRL wus used instead 
of AMV-reverse transcriptase from Promegu. Any cDNAs above 
300 bp wcrc Jigated to EcoRJ-.~l'hal-digestcd ;.GEM-4 und puck­
agcd in vitro with Gigapack JJ (Stratug.ene). A total of 2 x tOt> 
rccombinants \.\'ere obtained. Eighty thousand recornbinants were 
screened by differential hybridization with single-stranded cDNA 
probcs complementary to mRNA from eithcr RCs or decapped 
root tips. The cDNA probes werc preparcd by polyrnerase chain 
rcaction (PCR) amplification from 1 µg of total RNA from RCs 
and decapitated roots using a modificd T primer lCTCG AGA TCT 
AGA GGT ACC (T) 01). Confirmed positivcs wcrc plaquc-purified. 
and thc cDNA inserts wcrc subcloned into thc EcoRl-Xhal sitcs of 
thc BlueScript SK ( +) and (-) plasmid (Stratagcnc). 

Seq11e11ci11g of DIVA une/ seque11et.• cmulysis. The nuclcotide scqucnce 
of the cDNAs wus determined either by thc dideoxy mcthod using 
l::'1 5S]dATP (specific activity: > 37 TBq mmol- 1

: NEN) and thc 
"Sequenase• (USB) or by automatcd DNA sequencing on an 
Applied Biosystems PE 377-18 apparatus using dye tcrminators. 
The DNA sequencc analyses were performed on a VAX computer 
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using the BLASTP und PILEUP programs of the GCG (DevereuA 
et al. 1984: Wisconsin Package Version 9.1. Genetics Computer 
Group. Mudison. Wis .• USA). Hydrophobicity plots were donL" 
with the MacMolly progrnm. 

Sfreening a nwi=c• genomic lib1·e1ry. A total of 1 ~380,000 plaquc­
forming units (pfu) was scrcened from an amplified maize genomic 
library (Nieto-Sotelo et al. 1999) with 2.5 x 109 pfu/ml. and thu!-. 
the en tire haploid geno111e sizc of maize was included. 

A11aJ.1•sis of RNA gel hlots. Sarnples of RNA wcre electrophoresed 
in agarose-formaldehyde gcls as described by Maniatis et al. 
(1982). A ladder of RNA size standards (Gibco-BRL) was run to 
estímate the RNA size. Aftcr blotting. to Nytran (Schleicher & 
Schuell). RNA was UV-cross-linked to the membranc. Prehybrid-

~~~~~n(r;~9~~y~~~-i~~~~l~;'ef;J~rf~~~~~s a~~~=c~~=~u~~dM~;i~:;! 1 

random primer rnethod (Feinberg and Volgestein 1983). 

Jn-siru hybridi=ation. Tissue preparations were lightly fixed in 4°/n 
paraformaldehyde in 1 M PBS (10 mM K-phosphate. 150 mM 
NaCI. pH 7.2) ovcrnight at 4 ºC. Tissues were then dehydrated in u 
graded ethanol/H 20/xylene series (20. 30. 50. 75, 90. 95. lOOo/o 
ethnnol. 3: 1 ethanol:xylene. 1: 1 ethunol:xylene. l :3 ethanot:xylenc. 
l: l xylene:paraffin, pure paraffin). Tissues were embedded in 
parnffin blocks for sectioning. and then mounted on Probe-On 
Plus stides. The in-situ hybridization mcthod using digoxigenin­
labeled riboprobes (derived from cDNA clones) was as described 
by Ruzin ( 1999) . 

Microsurgical remo••a/ of the RC and QC. The RC and QC were 
removed surgically frorn 2-d-old sccdling roots as described by 
Feldrnan (1976). Subsequent to the surgery. roots were returned to 
the dark. sarnpled periodically. fixed, dehydrated. embedded and 
sectioned as described above. Scctions were then used for in-silu 
hybridization analysis with digoxigcnin-labeled C109, Cl06 and 
CJ23 antisense and sense riboprobes (data not shown). 

Resulls 

/solar ion of RC-specific genes. A ;.GEM-4 cDNA library 
prepared frorn poly(A) + RNA isolated frorn maize RCs 
was differentially screcned with single-stranded cDNA 
probes complcmentary to mRNA from either RCs or 
decapped root tips. Screcning a total of 2 x 106 recom­
binan! phage yiclded nine clones that hybridized to 
mRNA from RCs but nol decapped root tips. One ofthe 
RC clones (Cl09) was chosen for DNA blot analysis 
against the other eight clones. This analysis revealed that 
three clones (Cl04. CJ31 and Cl34) cross-hybridized 
with clone Cl09. suggesting that this gene is highly 
expressed in the RC. Clone Cl23 was also selected for 
DNA blol analysis againsl the other remaining four RC 
clones. This experirnent sho\\•ed that only one clone 
(Cl 11) cross-hybridized with the Cl23 clone (data not 
shown). A DNA blot analysis of the three remaining 
clones (Cl06. TIOIT and Cl03) did not show any 
homology bctwecn them. Thus. we isolated five different 
RC clones: CI09. CJ23. Cl06. TIOJT. and Cl03. Clones 
Cl09. Cl06 and Cl23 werc further analyzed. 

A northern blot analysis was performed to study thc 
expression of transcripts for clones CJ06. CJ09 and 
Cl23 in different maize tissues. This analysis indicated 
that these genes are only expressed in root caps 
(Fig. JA-C). 

~SIS CON 
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Fi~. JA-D. Accu111uln1ion of mRNA of RC clones CJ06. C109 and 
Cl23 in diffcrcnt maizc tissues. / ... unes J. 10 µg of total RNA from 
decuppcd primary roots; lum•.\' ~. 10 pg of totul RNA from root cups: 
lemes 3. 1 O µg of total RNA from young leuvcs. A Autoradiogrnphy of 
u gel blot using cDNA clone CI06 as u probc. B Autoradiogruphy ofa 
gel blot using cDNA clone C109 ¡1s u probc. C Autoradiography of 
u gel blot using cDNA clone Cl23 as a probe. D Ethidium brornidc 
stuining of the gel used far RNA blotting. which indicates equal 
loading of total RNA from decupped roots. root cups and Jeuves from 
blots shown in A-C 

Sequence analysis of roor cap clones C109. Cl06 and 
CJ23. Cl09 is a partial cDNA clone of982 bp in length 
with two possible open reading frames (Gen8ank 
accesion number: AFI 34580). The longest open reading 
frame predicts a protein with 31 o/o identity to both a 
putative glycosylphosphatidylinositol-anchored arabi­
nogalactan protein (AGP) and to an epithelium-associ-

roles in the development of the vascular tissue (Cassab 
1998). Their presence in a non vascular tissue such as the 
RC suggests that GRPs also participate in other 
developn1ental processes. 

Locali=arion of Cl06, Cl09 and CJ23 transcripts in the 
RC. To determine the cellular localization of lhe 
transcripts for the three cap genes within the root .. 
in-situ hybridization experiments were performed. The 
mRNA for clone CJ09 was restricted to the outer Jayers 
of the RC that include 40o/o of the cap cells of maize 
roots (Moore 1984) (Figs. 48. 58). These layers contain 
the mucilage-secreting cells. In addition. the signa! was 
very strong and thus this gene may be expressed in large 
quantities. CI09 mRNA was also present in the 
detached cells. The mRNA far clone CI06 was primarily 
dctected in the peripheral columclla cells (Figs. 48. 5D). 
lts expression declined in the mucilagc-secrcting ceJJs. e'~----~ 
comparing thc signals of CI09 and CJ06 mRNAs i -== 
transverse RC sections. we observed that both signa) ,_,_ ~ 
ovcrlap in the two outer cell layers of the cap (data no 0 ¡:;::; 
shown). The mRNA for clone CJ23 was observed solel e:_;, e:> 
in the region that corresponds in dicotyledonous roots t .. _..,. 

CI"> = the lateral RC but it was also prescnt in the roo e:,; .._....... 
epidermis (Figs. 48. 5F). However, the signa) disap ~ • c:c: 
peared in epidern1al cc!ls proximal to the root meristem E- -4 
In contrast. transcripts far clone Cl23 could not b . _:~ 1 

detected by northcrn analysis in roots without cap -
(Fig. 1 C). '------

ated human mucin J UL 7 (Dufosse et al. 1993). This Express ion of RC genes in de1•elopi11g caps after micro-
predicted protein is highly hydrophilic. like mucin JUL 7. surgery ofthe RC mu! QC. Thus far we ha ve shown that 
Ho\vever. it also includes a C-terminal hydrophobic · ... severa} genes are expressed preferentiaJly. if not exclu-
region as seen in AGPPcl (Chen et al. 1994) that may sively in the RC. and that the expression pattern is 
serve as a n1embrane anchor. Thc shortest open reading distinct for cach ofthe threc genes. We wished to explore 
frame in clone CI09 is identical to a novel plant protein the timing of the expression of these genes as the RC 
recently rcportcd in rnaize (Matsuyama et al. l 999a). devclops and \vhcther this expression pattern is related 
This prcdicted protein is mostly hydrophobic with a to the development of the QC. Far this we used a 
rcgion of rcgularly-spaced cystcine residucs. stirgical approach to remove either the cap alone~ or the 

The cDNAs far clones CI06 and CJ23 are also partial cap plus the QC. and then fallowed the regeneration of 
and are 452 bp and 428 bp in length. respectively. Sincc thc cxciscd tissues. Using this approach we analyzed 
all thrcc cDNAs are s1naller than their corresponding \vhcn and in \Vhich tissues these genes were expresscd. 
mRNAs (see northern analysis. Fig. 1). we decided to When the cap alonc is removed. QC eells at the distal 
isolatc thcir relatcd gcnomic clones. We obtained six (no\.\' exposcd) surfacc of the root differentiate starch 
genomic clones related to cDNA clone CJ09 (Zml09). grains within about 12 h of the surgery. coincident with 
one for CJ06 (Zml06). and two far CJ23 (Zml23A and the ability of the root to again perceive gravity. Shortly 
Zml238). The predicted amino acid sequencc of clone thereafter. cells of the QC begin dividing. initiating a 
Z111CI06 presents a high overall identity to the GDP- new RC and new RC initials. Forty-eight hours after 
D-nrnnnosc-4.6-dehydratase of Arabidopsis (77°/o). Ese- this surgcry thc QC has re-farmed to its pre-decapping 
herichia coli (57°/o). HL-60 cells (55°/o). and human brain dimensions. In the case of removal of both the RC and 
(54%.) (Fig. 2). This enzyme catalyzes the first step in the QC. regcneration of a ncw RC also occurs. but there is 
de-novo synthcsis of GDP-L-fucosc (8onin et al. 1997). not any histological evidence of RC rcgeneration until a 
Clone Zml23A codcs far a putative glycine-rich cell wall new QC begins to re-forrn (Feldman 1976). In roots 
protein and is highly similar (89°/o to GRPZ111 .. and 68°/o from \Vhich only the cap has been excised. a complete 
to Zmal 1. respectively) to two glycinc-rich proteins ncw RC regenera tes from reprogrammed distal QC cells 
(GRPs) recently reported from maize (Matsuyama et al. after 72 h (8arlow 1974) (Fig. 6A-C). However. in roots 
1999b) (Fig. 3A). Hydropathy analysis of the three from which both the QC and the cap have been 
maize GRPs shows that they are highly hydrophilic but removed. regeneration of the damaged apex arises from 
that only Zmal 1 contains an hydrophobic regían in the the region of tissue bordering on the excised QC (the 
C-terminal (Fig. 38). Glycine-rich proteins are a class of proximal root meristem) (Feldman 1976). Thirty-six to 
structural wall pro~eins, that secm to play importan! 48 hours after surgery ofthe QC. a small but discrete QC 

: ¡i_:. 
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Fig. 2. Gcnomic clone 2111106 
encodcs GDP-mannose-4~6-
dehydratuse and is specifically 
cxpressed in the RC of maize. 
Alignment of the Zn1CI06 
predicted protcin seq uence with 
other GDP-mannose-4.6-
dchydratases. GenBank acces­
sion numbers for the enzvmes in 
the alignment are as follÓws: 
ZmCI06. AF134575: A. thaliana. 
U81805; HL-60 cells (human 
promyelocytic cells). AF042377: 
human brain (hbrain). 
AF040260; E. co/i. P32054 

is evidcnt but the distinctive architccture ofthe root apex 
is not clear (Fig. 6D.E) (Feldman 1976). Root cap 
initials that produce derivatives in a distal direction are 
evident approximately 72-84 h after the cap and QC are 
removed (Fig. 6F). and the QC reaches its maximum 
size (Feldman 1976). Here. we have confirmed the timing 
and sequcnce of these regenerative cvents. When only 
the cap \Vas cxcised. Cl09 expression \Vas first evident 
72 h after removal of the cap and appeared in the outer 
layers of the regenerated cap (Fig. 6C) as in intact root 
sections from 2-d-old seedlings (Fig. 58). At this stage. 
the anatomically discrete laycr of RC initials was 

evident. indicating that the re-expression of CI09 is 
preceded by both the development of a new QC and of 
new RC initials. However. when both the QC and the 
cap \Verc exciscd- the expression pattern was very 
ditrerent. Even though a new layer of RC initials was 
not yet evident and the QC was small, the outer "cap­
like-- cells very strongly expressed CI09 after 48 h 
regenera tion (Fig. 6E). The expression of C 109 declined 
72 h aftcr cxcision. a stage at which the RC initials \vere 
evident (Fig. 6F). A pattern similar to that in intact 
roots \Vas seen in caps that were allowed to regenerate 
for 96 h (Fig. 6G). 
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Fig. 3. Genomic clone 
Zm123A encodes a protein 
similar to GRPs and is 
expressed in the RC and root 
epidermis. Top, alig.nment of 
the amino ncid sequence 
cncoded by genomic clone 
Zm123A with two maize GRPs. 
GenBank accession numbers 
are as follows: Z111123A. 
AF134579; GRPZm. 
AB01447S: and Zn1all. 
AF031083. Bo11on1. hydro­
phobicity ana1ysis of the 
deduced amino acid sequences 
ofclone Zml23A and two 
GRPs from maize. GRPZn1 
nnd Zmall 

The expression of clone CJ 06 was diffcrent 
(Fig. 7A-G). Forty-eight hours after the removal of 
only the cap. this clone was intensely cxpressed in the 
outcr Jayer of thc developing ncw cap and not in thc 
periphcral columella cells (Fig. 7B) as in intact roots 
(Fig. SD). As the cap developed. the expression pattern 
for this clone 'vas re-established in the peripheral 
columclla cells (Fig. 7C). Twenty-four hours after both 
QC and cap were excised. clone Cl06 was detected ata 
low leve! in the new cells emerging from the site of QC 
cxcision (Fig. 70). After 48 h. the outcrrnost ncwly 
produced cap cells continued to express this gene 
(Fig. 7E). Nonethelcss. it was not until the RC initials 
had rcappeared that the exprcssion pattern for clone 
CJ 06 was Jocalized to the cap in a pattern similar to that 
observed in intact. nonsurgically treated tissues (com­
pare Fig. 7F to Fig. 5D). This pattcrn continucd in RCs 
that had regeneratcd for 96 h since thc signa! was 

-11.0 

preferentially Jocatcd in the periphcral columella cells 
(Fig. 70). 

Thc pattern of expression of Cl23 in regenerating 
tissues was quite different from that of either CJ06 or 
CJ09 (Fig. 8A-G). In roots from which the cap only had 
been excised. CJ23 expression was slight in the periph­
eral nascent cap cells and also in the root epidermis 
(Fig. 8A). At 48 h (Fig. 5F). expression increascd 
around the entire regenerating cap and epidermal root 
cclls (Fig. 8B). By 72 h. when the cap had nearly 
completely re-formed. the expression pattern was pre­
dominantcly found in the lateral RC as in intact root 
tips (compare Fig. 8C to Fig. SF). In apiccs allowed to 
rcgencrate for 24 h following removal of the root cap 
and QC. clone CJ23 was basically expressed in ali the 
ncwly formed cell layers of the emerging cap and also in 
the cpidcrmal root cells (Fig. 80). This expression 
continued to be elevated in the 48-h-regenerated apex 
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but \.\.'<.lS 110\\' 1110l"C :.ICCClllUated in thc lateral region of 
thc rcgcnen1ting root cap than in thc central co.1p 
( Fig. SE). 1-Jo\vcver. by thc time thc regcncration had 
proccedcd for T!. h. thc cxprcssion of clone Cl23 had 
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dec1·co.1scd in both the central and lateral cap (Fig. 8F). 
Bv 96 h aftcr surl!erv. ata titnc \\'hen the ne\V RC initials 
aTc anaton1icall): d-istinct and thc QC fully re-estab­
Jished. the cxp.-cssion pattern for this clone \Vas confined 
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Fil,!. 4A.ll. Schcmulic reprcscnltllion of thc maizc rool ¡•pcx. A Thc 
diffcrcnt constilucnts in thc root tip. H Thc exprcssion pattern of two 
RC-~pccific genes (clones CJ09 und Cl06) nnd one RC und epidermis. 
gene (clone CJ23). Clone CJ09 is exprcssed in thc outer cap mude of 
~ccrctory cells. Clone C 1 06 is cxpresscd in the pcriphery of thc central 
cap mude ofcolumcllu cclls. Clone C123 is cxprcsscd in thc luterul cap 
und root epidermis 

l;-iJ.:. 5A-F. Differentiul exprcssion of three nrnize genes in the maizc 
root ¡1pcx. ln-situ hybridiz:Hion unalysis of threc clones in median 
scctions of 2-d-old primar)' nmize roots (se. secrctory ccll: c. columellu 
ccll: le. Jutcral cup cclls: e. epidermis). A.,U Clone C109 exprcssion is 
only obscrved in thc secretor)' cells of the RC. wilh antisense (8) but 
1101 scnsc (A) probcs. C.,D GDP-o-mannose-4.6-dehydrutase (clone 
Cl06) mRNA is uniquely prcscnt in thc pcripheral columella cells of 
thc cup. using untiscnse (D) but not sensc (C) probes. E.F The GRP 
(clone Cl23) mRNA is distinctively shown in the Iaterul cap and in the 
root cpidcnnul cells. using antiscnsc (F) but not sense probes 
(E.). Bur = 385 pm 

to the lateral cap cells and to the root epidermis 
(Fig. 8G), similar to intact roots (Fig. SF). 

l)iscussion 

The isolation and characterization of genes uniquely 
cxpressed in thc RC are the first steps for understanding 
thc ditrerent activities known to occur in the cap. 
Further. thc RC genes which we have herc characterized 
are two putative cell wall protcins and one ccll wall 
cnzymc. Ccll walls contain proteins and polysaccharides 
able to condition the development of a plant (Cassab 
1998). and thus the characterization of cap-specific cell 
\Vall proteins may be an important step towards under­
standing how n1orphogenesis in the cap is regu]ated. 

Stn1ct11re of tlie CJ09, CJ06 and CJ23 gene prod­
ucts. One of the predicted proteins of the RC gene 
rt!presented in clone CJ09 (ORF3) resembles the human 
tracheobronchial mucin (Dufosse et al. 1993) and a 
putative glycosylphosphatidylinositol-anchored classical 
arabinogalactan protein (Youl et al. 1998). Arabinoga­
lactan protcins havc becn found as a cornponent ofmaizc 
RC mucilage (Bacic et al. 1986). The mucilage is the 
prin1ary site for colonization of the root by microbial 
symbionts and pathogens. Alternatively. ORF2 in clone 
Cl09 predicts a protein that is identical to ZmRCP2. a 
rccently reported novel plant protein. specifically ex­
prcsscd in the root cap of n1aize (Matsuyan1a et al. 
l 999a). This protein contains six conserved cystcine 
rcsiducs in thrce pairs of Cys-X-X-X-Cys. and is similar 
to severa) protcins cncoded in Arabidopsis exprcssed 
scquencc tags and geno1nic sequcnces. and to a sornatic­
cmbryogenesis-associatcd cDNA fron1 Picea glauca 
(Dong and Dunstan 1999: Matsuyama et al. J999a). 
Since the mRNA for this gene is highly abundant in the 
sccrctory cells of thc RC (Figs. 4B. SD). one can suggest 
that the protein product is part of the rnucilage secreted 
by the RC. In tite mucilage. it may contribute to the 
physicochcmical propertics of this material and/or. it 
n1ay intcract \Vith the microorg.anisrns ofthe rhizos he 

The other RC gene. clone Cl06. encades GDP­
mannose-4.6-dehydratase. which catalyzes the first step 
in the de-novo synthesis of GDP-fucose (Bonin et al. 
1997). Fucose is a iriajor componen! of the mucilage 
secreted by the RC of inaize and is a distinctive featurc: 
of the particular differentiation state of the outer RC 
cells (Harris and Northcote 1970). In previous studies in 
which roots regenerating a cap were fed with (3 H]L­
fucose, the autoradiographs showed that the label was 
concentrated over the cell \valls in1mediatelv distal to the 
RC initials and not over thc outermÜst muciJage­
synthesizing cells as anticipated (Barlow 1974). The 
mRNA for the fucose-synthesizing enzyme was primar­
ily observed in the periphery of the central cap (Figs. 48. 
50). confirming this observation. 

Finally, clone Cl23 encades for a putative cell wall 
GRP. GJycine-rich proteins are structural \Vall proteins 
of unknown function, and their location in the laten.11 
RC and epidermis suggests a ne\\' possible function 
in root development (Figs. 48. SF). In monocots, the 
lateral RC <loes not origina te independently from the rest 
of the RC. During embryogenesis in monocots. the RC 
seems to organize as a \vhole. and thus the cap is not a 
composite of cells having two different origins (von 
Guttenberg 1968). This is not the case with many dicots. 
in which the peripheral and columella cells Ita ve different 
origins during embryogcnesis. The coJurneJla portian,. as 
for exmnp)e in Arabidopsis. arises from ceJls not 
connected to the dennatogen but to the hypophysis. 
whereas the side (flank) portions of the cap have origins 
in dermatogen-associated cells (Dolan et al. 1993). Thus. 
in Arabidopsis. the epidermis and lateral root cap cells 
have a comrnon origin. Interestingly,. in maizc. C123 
mRNA was labelled in both the lateral cap and 
epidermis. apparently indicating a distinction between 
the columella and tite lateral RC cells. In addition. this 
labelling pattern presumably also indicates a similarity 
betwccn the lateral RC and the epidermis. 

Express ion of C 109, C 106 and C 123 genes in regenera red 
caps afu•r 111icros11rgery. We used a surgica) approach to 
remove cither the cap alone. or the cap plus the QC, and 
thcn follo\ved thc regeneration of the excised tissues in 
arder to examine the questions of when and where thc 
three RC-specific genes were expressed. Our long-term 
goal is to undcrstand the spatial differentiation and 
dcvelopment of thc many activities known to occur in 
the cap. By monitoring regeneration following removal 
of the cap only. or the cap plus the QC we have been 
able to sho\v that as the cap is re-formed its normal gene 
expression activities occur in an atypical pattern 
(Fig. 9A.B). Even without knowing the exact roles of 
thcsc gene products in RC function .. we can nevertheless 
suggest that the onset of these activities may be related 
to a recovering of functions by the cap (e.g. gravity 
perception. mucilage secretion. etc.). In this regard, the 
sequential regaining of cap gene activities (e.g. CI23 
activities appear first. followed in time by CJ06 and 
CJ09 in decapped roots) may suggest that subsequent 
later-expressed genes may be regulated by the products 

enes expressed earlier (Fig. 9A,B). Moreover, 

TI:SI~ CON 
FALLA DE ORIGEN 



6 

e 

F 

7 

F 

Fii.:. 6A--G. Exprcssion patterns ofclonc C109 during. rcgeneration of 
the maize RC. or RC and QC. A~B Upon complete removal of the 
cap. clone CI09 exprcssion is not detected in apiccs that have been 
rcgcnerating from rcactivutcd distal QC cells for 24 h (A) and 48 h 
(B). C Thc signal rcappears 71 h aftcr cxcising thc cap when both thc 
QC (<utc•risk) and RC initials (arrow. rc1) cun be distinguished. 0--G 
Apiccs of seedling. roots from which the RC •md QC havc becn 
removed. Aftcr surgel'")'. regener.:ttion of new ¡1pical tissues from thc 
proximal root mcristem '\V¡ts allo"ved to procecd for 14 (0). 48 (E). 7~ 
(F) and 96 (G) h. O Clone CI09 expression is hardly evidcnt. E Once 
the incipient cap is prcsent in un apcx. clone CI09 cxpression is 
:.tbundmlt in thc outcr cell Jaycrs. F. G By thc time the RC initiuls 
(arrou·. reí) and the QC are rccog.nizuble. thc intensit)' of thc signa) of 
this !!ene has sli!!htly dccrcased. Bar = 378 pm 

Fig. 7A-G. Expression pattern of clone CI06 durin!! rc!!cneration of 
thc maize RC. or RC and QC. A-C Jn-situ hybridizution analysis of 

because the re-establislunent of norrnal gene expression 
pattcrns appears after the re-formation of thc QC. this 
suggcsts that thc ncwly re-formcd QC may exert some 
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clone C106 in newly fonning caps 24 (A). 48 (B) and 72 (C) h 
foHowing excision of the cap only. A .. B Removal of the cap results in 
the induction of clone C 106 in the o u ter cell layers of the 48-h nascent 
cap (B) but not in apices which have rcgeneratcd for only 24 h (A). C 
Thc puttern of expression for this gene is re-established in the 
columella cclls as in intact roots (Fig. 50) once the RC initials (arrou·. 
rcl) are noticcable (asu.>risk. QC). D-G Apcx rcgencrntion 24 (D). 48 
(E). 72 (F). and 96 (G) h follo'\ving rernoval of the cap and the QC. 
D .. E In upices which huvc regcncrated for 24 and 48 h. thc expression 
of clone CJ06 is detected in the outer cell luyers of the emerg.ing cap. F 
Progression in the development of the new cap coincides with a light 
cxpression ofclonc C106 in few columella cclls. G By the time the QC 
(asrerisk) <.•nd RC initials (arron·. reí) are restored. clone C106 is highly 
expressed in the columclla cells ofthe ncwly fonned cap and to a lesscr 
cxtent in the outer secrctory cells. Bar = 337 µm 

control over the gene expression pattern within the cap. 
For example. must the QC re-form prior to the 
expression of the RC genes? The kinetics of CJ09 
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C106 -C123 .., C10&•C123 

&t C106•Cl23 .. C10Q+C106+C123 

B 24h .... h 

u 
Fig. HA-G. E:>.pn .. ·:-.~inn pattcrn ofc..·lnnc Ci:?J dui-ing n:gcncration of 
th1..• 111aiz1..' RC. tw RC and QC. A-C ln-~itu hybri<lizatil1n analy:-.i!o> llf ;.1 

pu1~1th1..• gl~cinc-rich ccll w;.111 protein Cclone CI:::?~) in rcg.cncn1ting 
1.:ap:-. 2...J fA). 48 <U) ;.md 7::? (C) h followin!! C'.\1,:i:-ion of the cap only. 
A.B :\t 24 and 4X h after n:moval uf 1hc t.:ap. ck1nc Cl:?3 is primaril~ 
dc1ci.:11..•d in thc J;.ttcral rcgion Clf thc naM·cnt cap and in thc root 
í.:pidcnnb. e In complctely n:!?Cllcratt!'d caps. done e J 2.3 is highly 
cxprc:..~1:d and di:.;tincti,·cI~· JocaliL1..0 d in thc laternl rcgion of the cap 
and epidermis. l>-G Apex regcncnuion ::?4 CD). 48 CE). 7'2. (i=°). nnd 96 
fG l h aflcr n:111ov¡1I of the cap and the QC. D \Vhcn the root proximul 
mt.·ri~h.ml t~ rt.·!'opon<ling to the loss of tite QC. clone cl23 is inten~ely 
c,,prc!'.!'.t.'d in thc nc-wly fonm:d cclls of thc futun: cap ¡md in thc root 

72 h 96h 

u 
. .......,, 

cpidcrmb. E i\~ thc c.Jc .... ·elopmcnl llf thc incipicnt cap prog.n:sSC!s. clone 
CJ.2;\ Clllltinucs 10 lx- stnlllg.I) expre!o!'oed in both thc: lateral c:tp und 
epidermis hut is •tlso sccn in the colu1nelh.1 cells. F,G Om:c thc originu1 
p~11tcrn of cdb in thc disial nwri!'>ten1 turrou._ rci: CJ.Wt.'risk. QCJ is 
rcstorcd. c.,pres~ion ofclone Cl.23 hcg.ins to dccrcnsc t111d is limitcd to 
thc httcrnl n .. ·gion of thc ncwly fonned cup nnd to the root cpidem1is. 
Bar = :ws 1-un 

FiJ,!. 9A.B. Schcmutic n:presenw1ion of clones CI09. Cl06 und CJ2.3 
cxpression pattcrns during root cap regcncr::uion uftcr cxcision of thc 
cup A or both thc cap and thc QC B. The diag.rums correspond to the 
inmges sho\.vn in t:ig.!>. 6. 7 and 8 
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expression 111ay indicate that re-forn1ntion of the QC is 
app<.1rently required for proper gene expression in the 
RC (Fig. 9B). On the other Jrnnd. expression of clone 
CJ06 in regenerated caps following RC and QC excision 
is detected in the outern1osl cells of the emerging cap 
(Fig. 9B). But. it is not until thc QC has reappeared that 
thc expression pattern far cJone CI06 is restored to the 
peripheral colun1ella cells. The cxpression pattern of 
clone CJ23 dilTers. Because CJ23 is expressed so rapidly 
follo\ving surgical n1anipul<.1tions. one might speculate 
that its initial expression pattern in the regenerating cap 
is not regulated by signals released by the QC (Figs. SD. 
9B). However. as the QC is being re-forrned, CJ23 
cxpression is scen preferentially in the lateral RC 
(Fig. SE-G) as in intact roots (Fig. 5F). 

The kinctics of cxpression of CJ 09 differs develop­
n1enta1Jy dcpcnding upon \vhat tissues have been excised 
(RC or RC plus QC) (Fig. 9A.B). Hence. this protein 
rnay play an importan! role in indicating the cellular 
dilTerentiation (activity or idcntity) of the mucilage­
secreting cells when the QC is not yet re-established. On 
the other hand. the kinetics ofexpression ofclone CI06 
(GDP-rnannose dchydratase) in regenerated caps after 
excision of either the cap or both the RC and the QC. 
practically follows the sarne pattern. The signa] is 
initially dctected in the outermost newly formcd cap 
cells (Fig. 9A.B) but once the RC has bcen cornpletely 
remodelled as a n1orphologically distinctive structure. its 
exprcssion closely resembles the pattern observed in 
intact roots (Figs. 7C,G, 50). Thcse observations sug­
gest that thc appearance of CJ06 in the outermost cap 
cells of early regcncratcd caps (Figs. 7B.E, 9A.B) rnay 
indicatc that this gene plays a role in deterrnining future 
cap activities such as mucilage sccretion. In other words. 
signalling between ncwly divided cells seerns to direct the 
choice of developmental pathway and sorne of these 
signals may arise frorn the wall itself. In fact, Cl06 
cxpression in the outcrmost cap cells precedes thc 
appearance of clone CI09 after excision of the RC only 
(Figs. 6B. 7B). and both RC and QC (Figs. 60, 70. 98). 
In addition. fucose is a distinctive featurc of the outcr 
RC cells (Harris and Northcote 1970). lnterestingly, in 
rcgenerating caps. higher expression of clone CJ23 
always antecedes the appearance of both CJ09 and 
CJ 06 (Fig. 9A.B). The early expression pattern of clone 
CI 23 in regcnerating cap cells may indica te that this 
gene participa tes in early fate sclection (futurc cap cclls). 
In othcr words. nasccnt cclls that exprcss CJ23 could be 
identificd by their ncwly emerged neighboring cclls. and 
thus diffcrcntiate as cap cells. 

Beca use the cap is thc tcrminal-most tissuc in the root 
\Ve also \VOndcred \vhether this cxprcssion pattern indi­
catcd structural (i.e. specific RC-cxprcsscd genes) or 
positional (i.e. genes expressed at the root tip) markers. 
Topping and Lindsey (1997) have reccntly distinguishcd 
these t\vo types of markers (promotor trap n1arkcr) in 
roots of Arabidopsis. They sho\ved that thc prornotcr trap 
marker POLARIS (positional marker) was exprcssed in 
the correct position in root tips \Vhcre one \Vould expcct 
to find severa] ccll types. evcn if those cells did not 
actually forn1~ as in hydra or e111b30 Arabidopsis mutants. 

...... 
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This is in contrast to pron1oter trap n1arkers such as 
COLUMELLA (structural marker) that was cell-type 
specific and was expressed only if the correct cell typc 
(root cap) was differentiatcd. In rnaize roots following 
removal of thc cap. the expression of clones CJ09 and 
CJ06 is not observed until roots have regenerated for 72 
and 48 h. respectively (Figs. 6. 7. 9A). Beca use Cl09 and 
CI06 are not appropriately expressed until a morpho­
logically distinctive new RC is evidcnt, we suggest that 
these may be structural. tissue-specific rnarkers of activ­
ities specific to the RC. This contrasts with Cl23 which is 
expressed early in the regeneration process in the 
peripheral incipient cap cells. Consequently. we rnay 
hypothesize that CJ23 could be a positional marker. sincc 
it is expressed in whatever cells are the terminal. 
outermost cells of the ncw root cap (Figs. SA.D, 9A.B). 
In early regenerated caps which developed from the 
proximal root meristem~ expression of clone C 123 in the 
epidermis was apparently higher (Fig. SO.E). Here. clone 
CI23 is no\v expressed in cpiderrnal cells in close 
proximity to the mcristem. and this expression disap­
peared once the QC had reformed. In the Arabidopsis 
root meristem., positional signals for propcr differentia­
tion appcar to derive from n1ore-mature cells to guide the 
ccll fate of initials of the sume ccll type (van den Berg 
et al. 1995). In intact roots. CJ23 is not expressed in thc 
newly formed epidcrmal cells but only in more-mature 
cells. furthcr Jeading us to hypothesize that it might be a 
positional rnarker for thc epidermis of the root. Collec­
tively., these results are not simply the consequence of 
wounding associated \Vith cap or QC surgery since 
several factors such as drought. radiation~ heat or cold 
also produce an activation ofthe QC and regeneration of 
a ncw cap (Torrcy and Feldman 1977). Furthcr. wc 
observe different pattcrns of expression of the three 
clones by excising eithcr thc cap only or both the QC and 
the cap. lf wounding wcre rcsponsible. thc pattern of 
expression of these genes \vould be similar in ali cases. 

Prcvious \vork ·with Arabidopsis has shown that 
interactions bel\vecn the QC and othcr root cells extend 
only to contacting cclls (van den Berg et al. 1997). In 
maize \Ve have sho\vn that the QC re-forms. indeed necds 
to re-form prior to correct transcript expression. sug­
gesting that thc QC in maizc. as in Arabidopsis, cxerts 
control of the devclop1nental status of contacting non­
QC cclls. But whilc our work with maize supports thc 
view of van den Berg et al. ( 1997) of thc importance of 
contact bct\vcen the QC and adjacent cells~ we also 
conclude that thcrc may be fundamental differcnces in 
QC-regulation of transcript cxpression between these 
two root types. In maize. with its Jarge QC. the timing of 
QC rc-formation in relation to corrcct messagc 
re-exprcssion in thc cap suggests that the QC may 
regulatc devclopmcntal cvcnts not only in contacting 
cells. but also in cells not contacting the QC. indeed sorne 
distance from thc QC. lnterestingly. one ofthe messages. 
Cl23. is re-expressed in thc regenerating cap befare the 
QC re-forms. but the location of this expression differs 
from that observed after QC re-formation. In addition. 
the mitotic activity of the RC initia)s was previously 
shown to be influcnced by an extracellular signa] from 
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the cap border cells (Brigham el al. J 998); thus the basis 
of cross-talk between these two populations of cells has 
already been established. Since. the maize root meristem 
prcsumably utilizes a different mechanism for controlling 
cell differentiation than Arabidopsis the challenge is no\\' 
to identify the QC signals that regulate the tissue-specific 
pattern of gene expression within the RC. lt remains to 
be seen whether the putative cell wall components 
isolated in this work are implicated in guiding cellular 
differentiation in the cap. Critica) testing of this hypoth­
esis will rely on the molecular analysis of the CJ 09, C 106 
and CJ23 gene activities, and the identification ofthe QC 
signals that control them. 
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