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cDNA:
D.O.:
DEPC:
DNA:
dNTP’s:
EDTA:
Ins:
MAE:
MIP:
MIPS:
MOPS:
MPa:

NaCl:
NaOH:
O/N:

PCR:
PEG:
pH:
PtdIns:
RNA:
RNA,:
RNAsa:
RNA,, .
RT-PCR:
SA-PMP’s:
SDS:

SSC:

TA:

TAE:

acido desoxirribonucleico complementario
densidad 6ptica

dietilpirocarbonato

acido desoxirribonucleico

mezcla de desoxinucleotidos fosfato

acido etilén diamino tetracético

inositol

MOPS, acido acético, EDTA

mio inositol 1-fosfato

mio inositol 1-fosfato sintasa

acido 3-morfolinopropanosulfénico
Megapascales

Nitrogeno

cloruro de sodio

hidréxido de sodio

toda la noche (overnight)

pares de bases

reaccién en cadena de la DNA polimerasa
polietilén glicol

potencial de hidrégeno

fosfatidilinositol

acido ribonucleico

acido ribonucleico mensajero

ribonucleasa

acido ribonucleico total

reaccion en cadena de la DNA polimerasa por transcripcion reversa
particulas paramagnéticas de estreptavidin
duodecilsulfato de sodio

solucion de citrato de sodio, cloruro de sodio
temperatura ambiente

Tris-HCI, 4cido acético, EDTA
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Resumen

Capitulo

Resumen

n México, el 85% de la produccién de maiz, se obtiene bajo condiciones de

temporal. El establecimiento del cultivo, germinacién y emergencia de la

plantula, suele ser en ambientes ligeramente estresantes debido a la versatilidad
del clima que hay a lo largo y ancho del pafs. Por lo que serfa deseable, generar nuevos genotipos
de maiz en los que se logre preservar y potencializar aquellas caracteristicas que le permiten a la
semilla germinar con rapidez y eficiencia ain en condiciones ligeramente adversas. Para lograr lo
anterior se requiere de conocer los genes involucrados y su participacion dentro del proceso de la
germinacion. En estudios previos en el laboratorio se encontraron indicios de que el gen que
codifica para la enzima mio-inositol-1-fosfato sintasa (MIPS) es uno de los genes que se expresa
durante la germinacion. La MIPS es la enzima que regula la sintesis del inositol (Ins), este
producto y sus compuestos derivados son esenciales en el metabolismo de la planta porque
participa en numerosos procesos y estructuras (vias de sefializacion, sintesis de acido fitico,
almacenamiento y transporte de auxinas, sintesis de membrana y pared celular, produccién de
moléculas relacionadas con el estrés) que ayudan en el crecimiento y desarrollo del eje

embrionario durante la germinacion. En el presente trabajo se llevé a cabo un analisis de la
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Resumen

expresion del gen MIPS en ejes embrionarios de mafz durante la germinaciéon en condiciones
ideales y durante su exposicion al estrés hidrico.

Usando técnicas de biologfa molecular, analisis 7z sz/ico y de PCR, el gen codificante de
MIPS se identificé como uno de los genes expresados en el embrion, durante la germinacion de
semillas maiz. Los niveles del transcrito durante la germinacién en agar de ejes embrionarios de
maiz, o aislados de semillas germinadas en condiciones de estrés, fueron obtenidos por RT-PCR.
En los primeros, la expresion del gen MIPS fue constante durante las primeras 24 h de
germinacion mientras que en estrés hidrico, independientemente de la intensidad del estimulo (-
0.3MPa o —0.6 MPa), el nivel de expresion de este gen fue similar al de los ejes germinados en
agar, para luego declinar en las siguientes 24 h; sin embargo, después de 24 h de recuperacion del
estrés (semillas transferidas a agua), el nivel del transcrito aumento. Los resultados indican que la
enzima en estudio es una isoenzima de MIPS, muy probablemente la “mips2”. Ademas sugieren
que durante la germinacién, MIPS es constitutivo en el eje embrionario de maiz, la abundancia
de la expresion decrece 24 h después de iniciada la germinacion en estrés y se incrementa cuando

la planta se recupera del estrés.

©
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Capitulo 2

Introduccion

e todos los cereales existentes, el maiz es el mas importante del mundo,

debido a que actualmente existe una tendencia creciente por la diversificacion

en el uso del maiz; ya que se puede usar para consumo humano y pecuario
(especialmente para producir pollo y cerdo); también en la industria se utiliza para producir
almidon, glucosa, fructosa, dextrosa, aceites, botanas, etanol etc. Asi como para la elaboracion de
bebidas alcohdlicas y otros productos utilizados de materia prima en la industria minera, textil,
electronica, farmacéutica y alimentaria entre otros (FIRA, 1998).

El maiz, es uno de los cultivos mas domesticados y dependientes del hombre para su
existencia, debido a que no existe un mecanismo intrinseco para su dispersion y los granos son
facilmente consumidos por los animales; evidencias arqueoldgicas de mazorcas jovenes indican
que fue domesticado hace 5,000 o 10,000 afios en la cuenca del rio Balsas en el sur de México;
sin embargo recientes investigaciones genéticas sugieren que fue hace aproximadamente 9,000
aflos cuando inicié la domesticacion moderna del maiz como hoy la conocemos, y fue derivada
del Zea mays spp. parviglimis un modesto pasto silvestre cominmente llamado Teocintle localizado

entre la sierra de Oaxaca y Jalisco (Matsuoka, 2002). El teocintle, derivado del nahuatl “teocintli”
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que significa “semilla de los dioses”, es un cultivo del grupo de especies del género Zea que se
cosecha de manera anual o perenne y es originario de México y América central. (Vollbrecht &
Sigmon, 2005).

En México, el maiz es el cultivo mas importante porque ocupa el 51% de la superficie
sembrada y cosechada anualmente [promedio del periodo 1996-2006; (SIAP, 2007)]. La
producciéon de maiz blanco permite cubrir la demanda interna ya que en el afo agricola 2007 se
produjeron 23.5 millones de toneladas (SIAP, 2007) sin embargo, en cuanto a maiz amarillo se
refiere, se requieren de importar siete millones de toneladas por afio para abastecer la demanda,
ya que los principales destinos de la produccion global de maiz son los mencionados por la Tabla
2-1, siendo el consumo pecuario y la industria de derivados quimicos los que requieren de la

importacion del maiz amarillo.

Tabla 2-1. Destinos de la produccién de maiz en México.(SAGARPA, 2008).

Destino %
Consumo humano 59.0
Consumo pecuario 23.3
Industria de derivados quimicos 10.4
Industria cerealera 24
Semillas 1.1

Y aunque el maiz se siembra en toda la republica mexicana son solo 10 los estados en los
que se concentra su produccioén: Sinaloa, Jalisco, México, Chiapas, Michoacan, Guerrero,
Veracruz, Guanajuato, Puebla y Oaxaca; en donde el 85% de la produccion se obtienen bajo
condiciones de temporal, con una alta dependencia de las condiciones climaticas. Con la finalidad
de impulsar la productividad y la produccion; asi como para fortalecer el abasto de maiz y
atender la demanda del sector pecuario y de la industria, se requiere de impulsar la adopcion de
materiales mejorados genéticamente, incluidos aquellos que son desarrollados a través de la
biotecnologfa, para que contribuyan a mejorar la fitosanidad, productividad y competitividad de

los productores de maiz de México.

©
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Capitulo 3

Antecedentes

o La semilla

a semilla es una unidad reproductiva compleja, caracteristica de las plantas
vasculares superiores, que se forma a partir del 6évulo vegetal, generalmente
después de la fertilizacién (Vazquez, 1997). Se encuentra en las plantas con flores
(angiospermas, como el naranjo) y en las gimnospermas. En las angiospermas los 6vulos se
desarrollan dentro de un ovario; en tanto que en las gimnospermas (como los pinos), plantas que
tienen las semillas al descubierto o por lo menos sin la proteccion de un verdadero fruto, la
estructura que los contiene es muy diferente; sin embargo, la estructura de las semillas de estas

plantas es basicamente similar a la de las plantas con flores(Escamilla-Martinez, 2000).

e Estructura de las semillas

Todas las semillas estin rodeadas por una cubierta llamada testa, que posee distintas

texturas y apariencias. Generalmente es dura y esta formada por una capa interna y una externa
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de cuticula y, una o mas capas de tejido grueso que sirve de proteccion. Estas caracteristicas le

confieren a la testa cierto grado de impermeabilidad al agua y a los gases. Ello le permite ejercer

una influencia reguladora sobre el metabolismo y crecimiento de la semilla (Figura 3-1).

Endospermo
Un solo cotiledén

Figura 3-1. Estructuras principales de la semilla de maiz.

Las plantas angiospermas, se dividen en monocotiledoneas (que tienen un solo cotiledon,
como las gramineas) y en dicotiledoneas (que tienen dos cotiledones, como las leguminosas). Los
cotiledones de la mayorfa de las plantas dicotiledéneas, como el frijol, contienen las sustancias de
reserva de las semillas; mientras que en algunas dicotiledoneas y en la mayorfa de las
monocotiledéneas (como el maiz), las sustancias de reserva estan almacenadas en el endospermo.
Los cotiledones en estos casos son delgados y muy delicados, funcionan como estructuras de
absorcién (Moreno, 1990).

El endospermo de las gramineas y de otras especies se caracteriza por presentar una capa
externa o aleurona. Tienen paredes gruesas y en su interior se desarrollan los llamados granos de
aleurona. El embrion es el origen de la raiz, hojas y tallo de la nueva planta, por lo que resulta de

interés entender con mas detalle su

. . ., Pericarpio
funcionamiento. El embrion maduro de las Escutelo ~— fusionado con
(cotiledén)\ la testa
lantas que tienen flores consiste en un eje
P E ] Coleoptilo— 'é“f’°5t|_’le"m°
parecido a un tallo (eje embrionario) en cuyo ?./-" picotilo
g Hipocotilo
, . Coleorriza
extremo estin uno o dos cotiledones. Estos Radicula

cotiledones frecuentemente se conocen como las MaiZ una monocotiledonea

hojas de las semillas o las hojas cotiledonarias, Figura 3-2. Estructuras del embtion.

debido a que son las primeras hojas en aparecer,
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aunque tienen forma y funcion diferentes de las hojas que apareceran subsecuentemente durante

la vida de la planta. En ambos extremos del eje embrionario hay meristemos formados por
células con gran capacidad de reproduccion, responsables del crecimiento (Figura 3-2).

En el embrion, el meristemo apical del tallo se localiza en la parte superior del eje
embrionario, justo arriba de los cotiledones, y por eso se le conoce como epicotilo —arriba de
los cotiledones—. En algunos embriones el epicotilo consta solamente del meristemo apical,
mientras que en otros, presenta una o mas hojas jovenes. En este ultimo caso, el epicotilo, junto
con las hojas jovenes, se denomina plumula. La parte del eje embrionario entre el epicotilo y el
apice de la rafz se llama hipocotilo, por encontrarse inmediatamente abajo de los cotiledones.
Finalmente, en el extremo se encuentra el apice de la rafz o radicula (estructuras mas faciles de
identificar en dicotiledéneas). En las monocotiledoneas el cotiledon tnico se llama escutelo. La
envoltura basal del cotiledon se ha elongado para formar el coleoptilo y en algunas especies el
hipocotilo se ha modificado parcialmente. La coleorriza puede considerarse como la base del

hipocotilo que envuelve la radicula (Figura 3-3).

Meristemao apical del tallo
Meristemo apical de la raiz

Coleorriza

Figura 3-3. Estructuras del grano de maiz

oo Germinacion

La germinacién comprende aquellos eventos fisiologicos (como la hidratacion de la
semilla, protrusiéon radicular y crecimiento del eje embrionario), bioquimicos (la respiracion,
reactivacion del metabolismo, desarrollo mitocondrial y generaciéon de energia) y finalmente
eventos moleculares (sintesis de 4acidos nucleicos y proteinas, cambio en la expresion de genes
especificos) que comienzan con el inicio de la hidratacion de la semilla quiescente (semillas vivas

que no presentan metabolismo debido a que las condiciones del medio no lo permiten) y termina
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con la protrusion de la radicula y la elongacion del eje embrionario a través de las estructuras que

rodean el embrion (Martinez-Silva, 2006). Figura 3-4

Germinacion |  Postgerminacion
_ Fase | Fase Il Fase Il /

Imbibicion
siptesis de proteinas

Comienzo de la rgspiracion y la

/ Salida de solutos

Tiempo

Figura 3-4.Curso del tiempo de los principales eventos asociados con la germinacion y
el subsecuente crecimiento postgerminativo. (Bewley J. D., 1997)

&  ¢Qué es el mio-inositol?

El mio-inositol, también conocido como inositol (Ins), es un poliol (Figura 3-5) que en el
caso de las semillas de maiz, se encuentra como 4acido fitico (mio-inositol-1,2,3,4,5,6-
hexacisfosfato o InsP,) y es el compuesto con fésforo mas abundante en las semillas maduras;
representa del 60 al 80% del fosforo total de la semillas. En semillas maduras de maiz (Zea mays),
la mayorfa del fésforo inorganico (>80%) se encuentra almacenado como acido fitico y se

encuentra cominmente en el embrién y un poco en la delgada capa de la aleurona (Raboy, 2000).

@  ¢Cudl es Ia importancia del mio-inositol en las plantas?

De acuerdo con Loewus & Murthy (Loewus & Murthy, 2000), el inositol desarrolla un

papel importante en el metabolismo de plantas y semillas porque:
1. Participa en la biosintesis de biopolimeros que forman la pared celular debido a la
oxidacion del inositol a acido glucurénico, el cual en conjunto con las pentosas

constituyen las unidades, utilizadas en la sintesis de pectina y hemicelulosa.

©
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2. La esterificacion del inositol para formar ésteres de auxinas (hormonas) y sus

glicosilados que posteriormente serdn almacenados y/o transportados.

3. En la biosintesis de acido fitico y pirofosfatos del acido fitico (como reservas de

tésforo inorganico).

4. En el metabolismo y reciclizacién de los productos de la hidrolisis del acido fitico,

durante la defosforilacion mediada por fitasas.

5. Enla biosintesis del fosfatidilinositol y polifosfatos, entre otros.

P=PO3H2
Acido fitico

C

Glucosa 6-fosfato

mi o

6
L PtdIns

D-Ins(3)P; «— Inositol
Via metabdlica de Via metabdlica de
intermediarios del inositol intermediarios de PtdIns

(4>\\ ,/(7)

Ins(1,3,4,5,6)Ps

©)

11 (8)

D-Ins(1,2,3,4,6)Ps 4__(—L Ins Pg o 4cido fitico o = D-Ins(1,2,4,5,6)Ps

9
(10) ATP W
(12) @3)
ADP

Ins P; or Ins Py
Pirofosfatos que contienen polifosfatos de Ins
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Figura 3-5. Rutas biosintéticas
del acido fitico  (mio-inositol-
1,2,3,4,5,6-hexacisfosfato o Ins P6) en
células eucarioticas.

A, Estructura del acido fitico. B,

Estructura del inositol (Ins), enumerando
los atomos de carbono  por “D-
convencién” (Loewus, 2000). C, Rutas
bioquimicas. (1) D-Ins3-P; (o L-Ins1-Py)
sintasa; (2) D-Ins3-fosfatasa (o I-Insl-
fosfatasa); (3) D-Ins3-cinasa (o I-Insl-
cinasa); (4) Ins P-cinasa o poly P-cinasa;
() Ins (1,3,4,5,6) Ps -2-cinasa o 4acido
fitico-ADP  fosfotransferasa; (6) Ptdlns
sintasa; (7) Ptdlns y Ptdlns P-cinasa,
seguido de PtdIns P-fosfolipasa C
especifica, y Ins P-cinasa; (8) D-Ins
(1,2,3,4,5,6) Ps -3-cinasa; (10) D-Ins
(1,2,3,4,5,6) Ps -5-fosfatasa; (11) D-Ins
(1,2,3,4,6) Ps -5-cinasa; (12) pirofosfato-
formando Ins P cinasa; (13) pirofosfato-
polyP-ADP
fosfotransferasa (Raboy, V. 2000).

conteniendo Ins
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Para que el inositol sea empleado en estas multiples funciones del metabolismo se requiere

de su sintesis de novo para lo cual la célula emplea una serie de tres pasos enzimaticos como se
observa en la siguiente figura, siendo el segundo de ellos, el paso limitante de la via (Loewus &

Murthy, 2000).

H OH H OH H OH H OH

Conversién de D-glucosa a MI: (A) Hexocinasa, EC 2.1.11; (B) Ins(3)P; sintasa,
EC 5.5.1.4; (C) MI monofosfatasa EC 3.1.3.25. MI= mio inositol.

Figura 3-6. Sintesis del mio inositol.
En este paso se lleva acabo la ciclizacién de la D-glucosa 6-fosfato para formar 1D-myo-
inositol 3-fosfato, reaccion catalizada por la mio-inositol-1-fosfato sintasa (MIPS), mejor
conocida como inositol-3-fosfato sintasa, nombre recomendado por la base de datos de enzimas

BRENDA (BRENDA, 2007).

EH
m H o
“q“-. \Wﬂ : D#'r"" "‘N"D ™ FI'I{III‘
u -
o 1 z / TvoH
o W 2, HO
HO ¥ OH
OH
D-glucosa6-fosfato - 1D-mio-inositol 3-fosfato

Figura 3-7. Reaccion catalizada por la mio inositol 1-fosfato sintasa.

La importancia de este paso enzimatico se debe a que es una reaccion irreversible que
proporciona una configuracion especifica al metabolito, es decir, que la D-glucosa 6-fosfato
después de formar el ciclo, ésta poseera una estructura con configuraciéon dextrogira y dara lugar
a la formacién del 1D-mio-inositol 3-fosfato. Este metabolito participarda en una serie de

reacciones vitales para la planta y/o la semilla segtin sea el caso (Loewus & Murthy, 2000).
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Capitulo 4

Justificacion

n estudios previos, en el laboratorio, se encontré que los niveles de expresion
de MIPS en embriones de maiz disminuyeron a medida que la germinacién
progresaba. Tomando en cuenta que el escutelo, un érgano de reserva terminal,
es el tejido mayoritario en el embrion, y el eje representa solo el 10% del peso embrionario, el
resultado antes mencionado podtia ser el reflejo de la expresion diferencial de este gen en los
tejidos que constituyen el embrion. Por esta razon, en el presente proyecto se decidié trabajar

con ejes embrionarios de maiz.

©
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Hipotesis

1 la mio-inositol 1-fosfato sintasa es una enzima de gran importancia en el
desarrollo y crecimiento del eje embrionario, entonces la induccién de su transcrito
se observara durante la germinaciéon. Ademas, su expresion se modificara al

modificar las condiciones de crecimiento y de desarrollo del eje embrionario.

Objetivos

@  Objetivo General

studiar la cinética de expresion del gen codificante de la enzima mio-inositol 1-
fosfato sintasa durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz bajo

condiciones ideales y de estrés.

@  Objetivos Especificos

1. Caracterizar e identificar la sonda utilizada para el estudio de MIPS.

2. Determinar la cinética de imbibicion de las semillas y de sus diferentes estructuras
(embrién y endospermo) durante la germinacion.

3. Evaluar la abundancia del transcrito codificante de MIPS durante la germinacién

en condiciones ideales, en estrés y después de la recuperacion del estrés.

©
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Materiales y Métodos

Capitulo 5

Materiales y
Meétodos

@  Andlisis de Ia expresion del gen codificante de la mio inositol 1-
fosfato sintasa en ejes embrionarios de maiz

GERMINACION DE EJES EMBRIONARIOS

Los ejes embrionarios fueron extraidos de semillas de maiz chalquefio cosecha 2004, por la
remocion fisica de las capas que lo cubren con una navaja nueva de un filo y se utilizaron 50 ejes
embrionarios por lote de estudio. Posteriormente fueron desinfectados superficialmente
sumergiéndolos en una solucién de cloro activo al 1.2% (v/v) durante 15 min. Pasado este
tiempo, los ejes se enjuagaron con agua estéril hasta que se eliminé el olor a cloro (generalmente
de 5 a 6 veces). En condiciones estériles (campana de flujo laminar) los ejes fueron colocados en
cajas petri de 9 cm de diametro con 30 mL de agar (Bacto-agar, Difco) al 1% y enseguida se

incubaron en condiciones de obscuridad a 28 °C £ 3 °C durante 6, 8,16, 24 y 72h.
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@  Aislamiento de RNA,,,,

La extraccion de RNA,, se realiz6 de ejes sin germinar y germinados en agar a los
diferentes tiempos de estudio. Ademas también se utilizaron ejes aislados de semillas germinadas
en condiciones de estrés y recuperadas (ver detalle en la seccion de germinacion de semillas). Las
condiciones de estrés utilizadas fueron de -0.3 y -0.6 MPa.

La extraccion de RNA_; se realizé utilizando el reactivo TRIzol® (Invitrogen), que es una

soluciéon monofasica de fenol y tiocianato de guanidina (agente desnaturalizante de proteinas e
inhibidor de RNAsas) a pH 4.5. Los ejes de cada tratamiento fueron pulverizados en un mortero
previamente estetilizado y enfriado a -20 °C, el tejido se pulverizé adicionando N, liquido. El
polvo de eje embrionario congelado se vertié en un tubo de microfuga estéril (2 mL) y a esta
cantidad de tejido (100 mg aprox.) se le adicionaron 1 mL de TRIzol®. Se dejé incubar (3-5 min)
a temperatura ambiente (TA) para descongelar y posteriormente se agité por inversion
vigorosamente y se incub6 a TA por 5 min, en posicion horizontal, para mejorar la interaccion
tejido-solvente. Transcurrido el tiempo se agregd 1 mlL de cloroformo, se agité por inversion
durante 15 s y se incub6 a TA por 3 min. Enseguida se centrifugd a 12 000 rpm por 15 min a 4
°C (Micro centrifuga Eppendorf 5415 C) y el sobrenadante se transfirié a un tubo de microfuga
nuevo y estéril adicionando 1 mL de cloroformo y nuevamente se agit6 por 15 s; se incub6 a TA
por 3 min, se centrifugd a 12 000 rpm 15 min a 4 °C y el sobrenadante o fase acuosa obtenida se
transfirid a un tubo de microfuga nuevo, para después adicionar isopropanol (previamente
enfriado a -20 °C) en un volumen igual al de la fase acuosa obtenida. Se agitd por inversion suave
y se incub6 durante 10 min a T'A; posterior a este tiempo se centrifugd a 12 000 rpm, por 15 min
a 4 °C. El sobrenadante resultante se elimind, mientras que la pastilla obtenida se lavé con 1mL
de etanol al 75%. La pastilla se dispersé con ayuda del vortex y se centrifugd a 9500 rpm, por 5
min a 4 °C. Finalmente la pastilla se resuspendié en 200 uL. de agua- DEPC. Y cuando se

observé turbidez, la solucion de RNA,, se centrifugd (9500 rpm, por 5 min a 4 °C) y el

total

sobrenadante resultante se transfirié a un tubo de microfuga nuevo y limpio. Para cada tiempo se

corrieron dos muestras en paralelo.

©

Facultad de Quimica, UNAM 25



Materiales y Métodos

@  Cuantificacion del RNA,,, por espectrofotometria

Se utilizaron celdas de cuarzo de 1 mL y se colocaron 5 pL. del concentrado de RNA, ;v
995 ul. de agua-DEPC. A esta disolucion se le determiné su densidad optica a diferentes
longitudes de onda A=260 y 280 nm utilizando como blanco 1000 uL. de agua-DEPC.

Debido a que las proteinas poseen estructuras aromaticas (triptofano, fenilalanina y
tirosina) que absorben a 280 nm se le determina su absorcion a esta longitud de onda para
eliminar la posible interferencia inducida por proteinas; de manera que al realizar el calculo de la
relacion D.O.j_,,/D.O.s -, se obtiene una forma de expresar la pureza del 4cido nucleico, por
lo que un valor entre 1.65 y 2.0 de esta relacién indica una muestra pura o con muy poca
contaminacion debida a proteinas (Luque & Herraez, 2001). Y para calcular la concentracion del

acido nucleico se utiliz6 la Ecuacion 1.

40% /“lLVOl-final 1mL — KgRNA tot
1D.0. ulLgiicuota 1000uL uL

Ecuacion 1. Calculo para la concentracion de RINAoa.

D.0.x

@  Determinacion de Ia integridad del RNA
de agarosa en condiciones desnaturalizantes

weal PO €lectroforesis en gel

PREPARACION DEL GEL

En un matraz estéril de 125 mlL, se depositaron 0.45 g de agarosa (Ultra Pure™ Agarose.
Invitrogen®), con una probeta, estéril y libre de RNAsa, se adicionaron 26.1 mL de agua-DEPC
y se calent6 hasta que se disolvié completamente la agarosa. Posteriormente, después de haber
enfriado el matraz a ~60 °C, se adicionaron 3 mL de amortiguador MAE 10X (ver apéndice 1)
lentamente resbalandolo por la pared del matraz y se llevé a la campana para que salieran los
vapores toxicos, se agitd perfectamente. Se agregaron 900 ul. de formaldehido al 37% y 7 pL. de
bromuro de etidio al 0.05% y se deposité en la camara de electroforesis (GIBCO BRL
Horizontal gel electrophoresis aparatus Horizon®58). Se colocé el peine y se dejé enfriar el gel,
una vez enfriado (hasta obtener un color blanquecino) se adicioné una disolucion de MAE 1X

como amortiguador de corrida (200 mL).
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PREPARACION DE I.A MUESTRA

Para 6 uLL. de RNA,, se adicionaron 2 uL. de amortiguador de carga (4x, ver apéndice 1) y
se incub6 la muestra a 65 °C durante 15 min e inmediatamente después se enfrié en hielo por 5
min. I.a muestra desnaturalizada se cargd, y el gel se corrio a 110 V durante 20 min

aproximadamente, o hasta que el azul de bromofenol haya migrado por lo menos de 2 a 3 cm.

@  Para el aislamiento del RNA,,

Se sigui6 con el protocolo provisto por el fabricante del kit Promega, PolyAtrack® mRNA

Isolation Systems, disefiado para usarse con muestras mayores a 1 mg de RNA_ . En un tubo de

total*
microfuga estéril de 1.5 mL se coloc6 1.0 mg de RNA,_, v se ajusté a un volumen final de 500
uL en agua libre de RNAsa. Se incub6 a 65 °C por 10 min para posteriormente adicionar 3 pl.

del Oligo (dt) biotinilado y 13 pL de SSC 20X (proporcionado por el fabricante) al RNA. Se
mezclé suavemente y se incubd a temperatura ambiente hasta que la disolucién estuvo
completamente frfa y clara (esto debe requerir alrededor de 10 min o menos). Por otra parte se
prepararon los tubos que contenfan a las particulas paramagnéticas de Streptavidin (SA-PMPs);
éstas se resuspendieron con golpes suaves en el fondo del tubo hasta que quedaron
completamente dispersas. Las SA-PMPs fueron capturadas colocando el tubo en una base
magnética. El sobrenadante se removié cuidadosamente y las SA-PMPs se lavaron tres veces con
SSC 0.5X y SSC 0.1X (300 pL, por lavado). Después de cada lavado se capturaron las particulas y
se retiré el sobrenadante cuidadosamente evitando tocar las SA-PMPs. Al terminar los lavados se
afiadieron 100 pl. de SSC 0.5X a las SA-PMPs. A estos tubos se les adiciond la reaccion de RNA
y se incubaron a temperatura ambiente por 10 min, mezclando por inversiéon cada 2 min. Usando
la base magnética, se capturaron las particulas y se removié el sobrenadante (el cual se desecha
porque corresponde al RNA ribosomal). Las particulas fueron lavadas cuatro veces con 300 pL
de SSC 0.1X cada vez, agitando suavemente hasta que todas las particulas se resuspendieron por
completo; después de cada lavado se capturaron las particulas y se eliminaron los sobrenadantes.
La pastilla final de SA-PMPs se resuspendié cuidadosamente en 100 pL de agua-DEPC para
liberar la fraccion de RNA,,. Fste se incubé durante 5 min a temperatura ambiente y se
capturaron magnéticamente las particulas, el sobrenadante se transfirié a otro tubo estéril. Se

realiz6 una segunda elusion con 150 pL de agua-DEPC. El volumen final de RNA,, obtenido fue
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de 250 pL. EI RNA,; se precipité con 3 pL de glucdgeno, 1/3 de acetato de amonio 10 M y 2
volumenes de etanol absoluto y se incub6 por un tiempo de minimo de 6 h a -20 °C o toda la

noche. Una vez precipitado el RNA, se centrifugd a 14,000 rpm /30 min a 4 °C y la pastilla
resultante se resuspendié en 25 pL de agua libre de RNAsas.

@&  RT-PCR (Sintesis de la primera cadena de cDNA, mediante Ia
transcriptasa reversa y de la reaccion en cadena de la DNA-polimerasa)

SINTESIS DE I.A PRIMERA CADENA DE CDN.A

En un tubo de microfuga estéril de 0.6 mL se adicionaron 20 plL, de RNA ;1 plL de Oligo
(d9)12-18 (500 pg/mlL, Invitrogen), 1 pL. de ANTPs (10 mM cada uno, Invitrogen) y agua-DEPC
hasta obtener volumen final de 12 pL, la reaccion se calent6 a 65 °C durante 5 min y se coloco
en hielo inmediatamente y el contenido se colecté dando un pulso en la microcentrifuga y se
agregaron 4 pL. de amortiguador First Strand 5X (Invitrogen, de primera cadena), 2 pL de
ditriotreitol (0.1 M, Invitrogen) y 1 pL de agua-DEPC, esta reaccion se incub6 a 42 °C durante 2
min y se le afladieron 1 pL (200 unidades) de la enzima transcriptasa reversa (SuperScript™II,
Invitrogen). Se mezclé por pipeteo suavemente y se incubd a 42 °C por espacio de 50 min.
Transcurrido los 50 min, para inactivar a la transcriptasa reversa se incubé 15 min a 70 °C. Como

paso adicional, para evitar que el RNA | residual interfiera en los pasos subsecuentes, se adiciond

1 pL (2 unidades) de RNAsa H (Invitrogen) y se incubé 20 min a 37 °C.

PCR (REACCION EN CADENA DE 1A POLIMERASA)

Las condiciones de la técnica para la amplificacion de MIPS son las siguientes:

Tabla 5-1. Condiciones para la reaccion de PCR para MIPS.

Etapa T °C t (min)
Previa 94 5
Desnaturalizacion 94 2
Alineamiento 68 1
Elongacion 72 2
Final 72 5
Almacenamiento 4 (o}

30 ciclos del conjunto de etapas desnaturalizacion, alineamiento, elongacion

©
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Tabla 5-2. Componentes para la reaccion de PCR para MIPS.

Reactivo Para 1 reaccién (uL)
Amortiguador de PCR (10x) 1.0
dNTPs mix (10mM) 0.2
MgCI2 (50mM) 0.3
Oligo MIPS (Fwd) 10mM 0.2
Oligo MIPS (Rvs) 10mM 0.2
cDNA 2.0
Taq Polimerasa platinum (5U/pL) 0.1
H20-estéril c.b.p 10 pL. 6.0

Tabla 5-3. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por RT-PCR del

fragmento de MIPS.
Nombre Secuencia Pb %GC
Forward GGG TGG GGA GGC AAC AAC GGG 21 51
Reverse GCC ATC GTT GTT TCC CAA GTG GTT GTA GCT 30 70

©

Las condiciones de la técnica para la amplificacion de ubiquitina son las siguientes:

Tabla 5-4. Condiciones para la reaccion de PCR para ubiquitina.

Etapa T°C t (min)
Previa 94 5
Desnaturalizacion 94 2
Alineamiento 68 1
Elongacién 72 2
Final 72 5
Almacenamiento 4 a

24 ciclos del conjunto de etapas desnaturalizacion, alineamiento, elongacion

Tabla 5-5. Componentes para la reaccion de PCR para ubiquitina.

Para 1 reaccion

Reactivo (uL)
Amortiguador de PCR (10x) 1.0
dNTPs mix (10mM) 0.2
MgCI2 (50mM) 0.4
Oligo MIPS (Fwd) 10mM 0.376
Oligo MIPS (Rvs) 10mM 0.376
cDNA 1.0
Taq Polimerasa platinum (5U/pL) 0.08
H20-estéril c.b.p 10 pL. 0.72
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Tabla 5-6. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por PCR del
fragmento de ubiquitina.

Nombre Secuencia Pb %GC
Forward CACTTG GTG TTG CGT CTC AG (Secuencia 5’ a 3’) 21 51
Reverse CAC CTC AAG GGT GAT CGT CT (Secuencia 5’ a 3’) 30 70

&  Hibridacion tipo Northern Blot

GENERACION DE 1.4 SOND A

AISLAMIENTO DEL PLASMIDO

A partir de un cultivo de células transformadas con el inserto de MIPS, en condiciones
estériles, se inoculd por estriado la clona 7 en cajas petti con medio selectivo LB/ ampicilina (100
ug/mL) y se dejaron incubando a 37 °C durante 16 h (O/N). Al dia siguiente se seleccionaron
colonias aisladas y se resembraron en medio LB/ampicilina liquido (6 mL), se incubaron a 37 °C

durante 16 h en agitacion (250 rpm).
PURIFICACION DEL PLASMIDO

El plasmido se obtuvo utilizando el protocolo provisto por el Kit Rapid Plasmid Miniprep
System (Matrligen Bioscience). En un tubo de microfuga se colect6 un pellet de células a partir de
un cultivo de 5 mL (centrifugando alicuotas de 1 mlL, en el mismo tubo) cada alicuota fue
centrifugada por 2 min a 13000 rpm a TA. Posteriormente las células se resuspendieron en 250
ul de amortiguador G1 (proporcionado por el fabricante) hasta obtener un suspensiéon de
células homogénea. Enseguida se adicion6 250 uL de solucion de lisis (G2) y se mezcld
cuidadosamente por inversion (5 veces) y se dejo incubando 5 min a TA. Transcurrido el periodo
de incubacién se afladieron 350 pl. de amortiguador de neutralizaciéon (M3) y se mezcld
inmediatamente por inversioén (5 veces), después el tubo fue centrifugado a 12000 rpm/10min.
En un cartucho de filtracién fue colocado el sobrenadante del paso anterior y éste a su vez en un
tubo colector limpio de 2 mL. Después se centrifugd a 12000 rpm /1 min y el filtrado obtenido
nuevamente se descart6 y se adicionaron 700 uL. de amortiguador de lavado (G4) al interior del
cartucho, enseguida se centrifugd a 12000 rpm /1 min y el filtrado obtenido se retir6; de nuevo
se centrifugd a 12000 rpm /1 min para remover el amortiguador de lavado residual. Finalmente
el cartucho de filtracion fue colocado en un tubo de microfuga de 1.5 mL (nuevo y limpio) y se

agregaron 75 pl. de amortiguador TE (que previamente se calenté a 65 °C) directamente al
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centro del interior del cartucho de filtracion y se incub6 durante 2 min a TA. Transcurrido el

tiempo se centrifugé a 12000 rpm durante 2 min a TA.
DIGESTION DEL PLASMIDO

Una vez aislado el plasmido se digiri6 con la enzima de restriccion EwR1, debido a que el
plasmido contiene un sitio de restricciéon cercano al sitio de clonacién en donde se insert6 el
DNA de MIPS.

En un tubo de microfuga limpio se colocaron 45 ul. del plasmido purificado, 1.5 ul. de
EcwR1 (Invitrogen®), 3 uL. de agua estéril y 5.5 pl. de amortiguador 10x (proporcionado por el
fabricante). L.a mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C durante 16 h (toda la noche) para asegurar
la eficiencia de la digestion. Enseguida se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% para
DNA con la finalidad de observar la banda correspondiente al inserto de MIPS de acuerdo a su
peso molecular de aproximadamente 829 pb. El plasmido aislado se mandd a secuenciar a la

empresa Macrogen.
PURIFICACION DEL INSERTO

Una vez aislado el inserto de MIPS del plasmido, éste se purifico utilizando el kit Illustra™
GIFX™ PCR DNA and Gel Band Purification. La banda de MIPS del gel anteriormente hecho
se cortd con ayuda del transiluminador y una navaja de un filo, nueva. El fragmento de agarosa
con el DNA de interés fue depositado en un tubo de microfuga limpio previamente tarado y se
adicion6 10 pl. de amortiguador de captura por cada 10 mg de gel, la mezcla se incub6 a 65 °Cy
agitacion por inversion cada 3 min hasta disolver completamente el gel. La mezcla de reaccion
fue colocada en una columna GFX y ésta a su vez en un tubo colector (provistos por el
proveedor). Se incub6 a TA durante 1 min y se centrifugé a 13 000 rpm/30 s. El filtrado se
descartd y la columna se colocé nuevamente en el tubo colector. Sobre la columna se
adicionaron 500 uL de amortiguador de lavado y se centrifugd a 13 000 rpm/1 min. El tubo
colector se cambi6 por un tubo de microfuga limpio de 1.5 mL y se aplicaron de 10 a 50 uL de
amortiguador de elusion directamente sobre la superficie de la membrana de la columna GFX, la

muestra se incubé durante 2 min a TA y se centrifugé a 13 000 rpm/2 min.
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MARCADO DE LA SONDA

El marcado de la sonda se realizo6 utilizando el protocolo DIG High Prime DNA Labeling
and Detection Starter Kit II. Se utiliz6 1 ng de DNA de MIPS (sonda) y se llevé a un volumen
final de 16 ul. con agua bidestilada estéril. E1 DNA se desnaturalizé por calentamiento en un
bafo de agua a ebullicién durante 10 min. Posteriormente se enfrié en un bafo de hielo durante
5 min, el vial 1 se agité cuidadosamente y se adicionaron 4 pL. del vial 1 a la muestra de DNA
desnaturalizada y se incub6 a 37 °C durante 16 h (toda la noche), porque largos periodos de
incubacion favorecen el incremento en los rendimientos del marcado. Al dia siguiente la reaccion
se terminé adicionando 2 ul. de EDTA 0.2 M (pH 8.0) y por calentamiento a temperatura de
ebullicion (93 °C) por 10 min.

DETERMINACION DEL LA EFICIENCIA DE MARCADO

Se preparé una serie de diluciones de la sonda marcada y del DNA control (vial 2,

proporcionado por el fabricante) como se describe en la siguiente tabla:

Tabla 5-7. Determinacion de la eficiencia de marcado.

Amortiguador de
Tubo Dl;{A I;el " dilucion de DNA Dilucion Concentracion Final
(L)~ tubo (vial 3, uL)
dilucion

I original 1 ng/ul.
2 5 1 495 1:100 10 pg/uL
3 15 2 35 1:3.3 3 pg/uL
4 5 2 45 1:10 1 pg/ul.
5 5 3 45 1:10 0.3 pg/uL
6 5 4 45 1:10 0.1 pg/uL
7 5 5 45 1:10 0.03 pg/pL
8 5 6 45 1:10 0.01 pg/uL.
9 0 - 50 - -

El procedimiento se realiz6 como lo describe el protocolo del kit (Apéndice 1).

TRANSFERENCIA POR CAPILARIDAD

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2% en condiciones desnaturalizantes para
RNA y se corrié durante 45 min y la transferencia por capilaridad se realiz6 como se muestra en

la siguiente figura.
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Figura 5-1. Transferencia tipo Northern Blot.

En un refractario de vidrio (Pyrex®) de 18.5 x 13.5 x 4.5 cm previamente lavado y
enjuagado con agua desionizada se colocé una base de plastico, encima una base de vidrio
aproximadamente del tamafo del gel. Sobre éste se colocaron 2 papeles filtro (papel puente) del
ancho del gel y de 25 cm de longitud (para que los extremos estuviesen en contacto directo con
el liquido de transferencia, SSC 10X) y se humedecié toda la ciamara con 250 mL de
amortiguador SSC 10X. Por otro lado en una caja petri grande se agregd SSC 10X para
humedecer mas papel filtro cortado al tamano del gel (6 piezas). En otra caja petri se preparo la
membrana de Nylon Millipore® cortada al tamafio del gel, y se humedecié con agua desionizada
dejando caer la membrana lentamente sobre la superficie del amortiguador para evitar la
formacion de burbujas y permitir que se humedezca homogéneamente (en ésta solucion
permaneci6 durante 5 min y se volted). Se enjuagd y una vez humeda se paso a la caja petri con
SSC 10Xy se dejo reposar 5 min mas.

Una vez preparada la camara con las condiciones antes descritas, el papel filtro (3 piezas)
de la caja de petti se coloco en el centro sobre el papel puente de la camara y se hizo rodar un
tubo de ensayo, por la superficie de los papeles para eliminar las burbujas. El gel de electroforesis
se coloco sobre los ultimos papeles colocados y se cortd el extremo superior izquierdo, para
identificar la secuencia de las muestras colocadas. Encima del gel se colocé la membrana humeda
y con un tubo de ensayo pequefio se rodd en un solo sentido sobre la membrana y también se le
cortd el extremo superior izquierdo. Posteriormente fue colocada una capa de papel filtro
humedecido en SSC 20X (3 piezas), y finalmente una capa de papel periddico seco (cortado al
tamafio del gel) de aproximadamente 7 cm de espesor. Por dltimo, una placa de vidrio (como

soporte) y se cubrié completamente con plastico autoadherible (para proteger del polvo) y sobre
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ésta se coloco un peso de 500 g (un libro) aproximadamente extendido sobre toda la superficie
del ensamble y se dejo transfiriendo toda la noche o de 8 a 16 h a temperatura ambiente.

Una vez transferido el RNA a la membrana, ésta se secé a 65 °C/15 min (en estufa de
vacio) y se realizo el entrecruzamiento (crosslinking) en un horno de radiacion UV durante 30 s.
Posteriormente la membrana se lavé con amortiguador SSC 2X durante 15 min con agitacion y

al finalizar se lav6 con agua desionizada 15 min mas.

HIBRIDACION:

La hibridacién, los lavados de astringencia y la detecciéon inmunoldgica se realizo de

acuerdo a las instrucciones del kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter.
PREHIBRIDACION

Se calenté 10 mL de DIG Easy Hyb a la temperatura de hibridacion (37 °C). Para la
prehibridacion, la membrana se coloc6 en un contenedor de vidrio para hibridar y se adiciond el
amortiguador de hibridacion caliente e incub6 en agitacion suave en horno de hibridacion a 37

°C durante 30 min.
HIBRIDACION

Por otro lado en un tubo de microfuga limpio de 1.5 mL, se adicion6 aproximadamente
190 ng de la sonda marcada (2.6 uL) y se desnaturalizé durante 5 min en un bafio de agua
hirviendo, enseguida se enfrié6 en hielo 5 min. Transcurrido el tiempo de prehibridacion, el
amortiguador fue retirado del tubo conteniendo la membrana de nylon y cambiado por uno
nuevo (3.5 mL), conteniendo la zonda desnaturalizada e incubado en las condiciones anteriores.
Se agité suavemente para evitar la formacion de burbujas y permanecié en incubacién durante

16h (o toda la noche) con agitacién a 65 = 3 °C.
LAVADOS DE ASTRINGENCIA

Cumplido el tiempo se realizaron 2 lavados con 25mL de solucién de SSC 2X, SDS 0.1% a

TA con agitaciéon y por un tiempo de 5 min. Posteriormente se realizaron dos lavados mas de 15

min cada uno con 15mL de solucién de SSC 0.5X, SDS 0.1% (previamente calentado a 65 °C).
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DETECCION INMUNOLOGICA

Todas las incubaciones fueron a temperatura ambiente y con agitacion suave. Después de
la hibridacion y los lavados, la membrana fue enjuagada con amortiguador de lavado (Apéndice
1) durante 5 min y en seguida se incub6 durante 30 min en 100 mlL de solucién de bloqueo
(Apéndice 1), el amortiguador se decantd y se incub6 en 20 mL de solucién de anticuerpo
(Apéndice 1) durante 30 min. La solucién se retiré y se lavé dos veces con 100 mL de
amortiguador de lavado durante 15 min (c/u). Postetiormente se incubé en 20 ml de
amortiguador de deteccién (Apéndice 1) por 5 min. El amortiguador se decant6 y la membrana
se transfirié a una hoja de acetato limpia (con el lado que tiene el RNA hacia arriba) y se adicion6
1 mlL de CSPD ready to use (botella 5, suministrada por el proveedor) e inmediatamente se
cubrié con otra hoja de acetato, evitando la formaciéon de burbujas y cuidadosamente se hizo
rodar un tubo de ensayo para retirar el excedente de sustrato y eliminar las burbujas restantes, a
continuacién se cubrieron las cuatro orillas de las hojas de acetato con Parafilm®, para evitar que
la membrana se seque durante los siguientes pasos, y se incubé durante 5 min. La placa de
acetato con la membrana se incubé durante 10 min a 37 °C, para favorecer la reaccion de
quimioluminiscencia. Finalmente la membrana fue expuesta en una placa de rayos X (Kodak

Photo Film) por 25 min a temperatura ambiente.
REVELADO POR AUTORRADIOGRAFIA

Transcurrido el tiempo de exposicion, la placa fue revelada en condiciones totalmente
obscuras (para evitar el velado de la placa). Fsta fue colocada en la charola 1 con solucién
reveladora durante 1 min, enseguida se dej6 en una segunda charola con agua 1 min, para
enjuagar y retirar el excedente de solucion reveladora, después se pasé a una tercera charola con
solucion fijadora durante 1 min y por ultimo se pas6é a la segunda charola para retirar el

excedente de solucion fijadora y se dejo secar a TA.

©
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o Curva de imbibicion

ACONDICIONAMIENTO DEL. MATERIAL BIOLOGICO

Se pesaron 7 lotes de 10 semillas de mafz cada uno, cada lote fue tratado para su
desinfeccién superficial, con soluciones de hipoclotito de sodio comercial (Cloralex®) a una
concentracién final del 1.2% (v/v), en agitacién constante durante 10 min. Postetiormente se

enjuagaron los lotes con agua bidestilada hasta eliminar el olor a cloro.
GERMINACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas desinfectadas se acomodaron en toallas absorbentes humedecidas en agua
bidestilada y se envolvieron en forma de taco. Posteriormente los tacos se colocaron en charolas
con agua (2 cm de altura) y rejillas en el fondo, estas ultimas con la finalidad de que el agua no
estuviera en contacto directo con las semillas. Las charolas fueron cerradas herméticamente e
incubadas a una temperatura de 28 °C * 3 °C en obscuridad por diferentes tiempos, 4, 8, 12, 15,
18, 22 y 48 h. Una vez alcanzado el tiempo de germinacion, se les determiné el grado de

imbibicién (como g de agua absorbida/100 g de semillas) por gravimettia utilizando la siguiente

férmula:
t _ to X
20,0 s0m0ica [(gsemilla himeda) (gsemilla humeda)] 100
100 : to
Isemillas Ysemilla humeda
Ecuacioén 2. Determinacion de agua absorbida.
Donde:

t

Ieemilia himeda- S0 1os gramos de semillas al tiempo x h de germinacion

to

Oeemilia himeda- SO0 los gramos de semillas al iempo 0 h de germinacion

Y la determinacion se hizo por quintuplicado para cada lote.
DETERMINACION DE LA HUMEDAD

Las semillas fueron seccionadas en embriones y endospermo, a estas estructuras se les
determin6 el % de humedad por gravimetrfa usando estufa de vacio. Los embriones y
endospermos fueron introducidos dentro de charolas de aluminio (previamente pesadas y a peso

constante), se pesaron y se colocaron en la estufa de vacio a 60°C. Las muestras permanecieron
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en estas condiciones hasta alcanzar el peso seco constante. El % de Humedad se calculd

mediante la siguiente férmula:

[(Pcharola + mtra seca ~ Pcct}éamla)x1 OO]

charola
(Pcharola + mtra Humeda ~— Pcte )

%Humedad =

Ecuacion 3. Determinacion de humedad.

Donde:
Pirarota + mtra seca: Es €l peso (g) de la charola con muestra seca a peso cte.

P charota + mera Humeda: El peso () de la charola con muestra humeda.

peharola; gy ¢ peso (g) de la charola vacia a peso cte.

La determinacién se hizo por quintuplicado para cada lote
GERMINACION DE LAS SEMILLAS EN ESTRES POR SEQUIA

Se utilizaron 5 lotes con 25 semillas, cada uno. Se les desinfectd superficialmente y se
colocaron sobre papel filtro estéril, para absorber el excedente de agua. En condiciones estériles y
en cajas petri de 14 cm de diametro con papel filtro en el fondo. Se adicionaron 50 mlL de
soluciones de polietilén glicol (PEG, Av. Mol. Wt.:8000, Sigma) como agente estresante. Debido
al alto contenido de grupos hidroxilos que posee el PEG, éstos forman puentes de hidrégeno
con el agua produciendo asf la retencion del liquido y disminuyendo su disponibilidad generando

también la sequia in vitro.

Tabla 5-8. Concentraciones de PEG para generar el estrés
por sequia a diferentes presiones osmoticas.

W= Presion Osmotica [PEG] g/kgugua

(MPa)
0.0 0.0
03 151.3988
0.6 223.6586
12 326.2527
24 471163

La prueba se hizo por duplicado. Para conocer si las semillas conservaban viabilidad
después de 72 h en condiciones de estrés, las semillas no germinadas en este tiempo fueron
enjuagadas en condiciones estériles con agua bidestilada, para retirar el exceso de PEG, para
después ser colocadas en nuevas cajas petri con papel filtro y con 10 mL de agua bidestilada.

Transcurridas 24 h de germinacion en recuperacion se observaron los resultados
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Capitulo 6

Resultados

n estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se encontrd que los niveles

de expresion de MIPS, en embriones de maiz, disminuyé a medida que la

germinacion progresaba (Xolalpa, 2007). Este comportamiento resulta
contradictorio considerando que durante la germinaciéon el mio inositol, producto de la via
metabodlica en la que MIPS participa, es de gran importancia por ser precursor de fosfolipidos y
acido glucurdénico, moléculas involucradas en la sefializacion celular, la biosintesis de membranas
y de la pared celular. Estos fendmenos bioquimicos y fisiologicos son inducidos durante la
germinacion (Loewus & Murthy, 2000).

Por lo anterior y tomando en cuenta que el eje representa solo el 10% del peso del
embrién, y el escutelo constituye el tejido mayoritatio en este 6rgano, el resultado antes
mencionado podria ser el reflejo de la expresion diferencial de este gen en los tejidos que
constituyen el embrién. Por esta razon, en el presente proyecto se decidi trabajar con ejes
embrionarios de maiz. A continuacion se describe el comportamiento de la expresion de MIPS

en ejes embrionarios germinados.
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Debido a que la expresion de un gen se puede estudiar por diversos métodos y cada uno

de ellos requiere la generacion de ciertas herramientas moleculares, los resultados de esta tesis
estan descritos en dos secciones: en la primera, se detallan los experimentos realizados para
generar las herramientas moleculares necesarias, para detectar la expresion del gen de interés a
través de la hibridacién tipo Northern blot; y en la segunda, el estudio de la expresion del gen a

través de PCR por transcripcion reversa.

e Hibridacion tipo Northern Blot

AISLAMIENTO, PURIFICACION Y DIGESTION DEL
PLASMIDO RECOMBINANTE

El laboratorio de la Dra. Bernal cuenta con una

serie de clonas que portan un fragmento de 800 pb del  3000pb Zﬁ';‘,;‘,’o
gen MIPS, pero que no habfan sido caracterizadas

(Escamilla-Martinez, 20006). De este conjunto se utilizé la

clona 7 para aislar y purificar el plasmido que contiene el

inserto de MIPS. El vector de clonacion utilizado fue el Figura 6-1. Analisis electroforético

) del plasmido recombinante. Pozo 1,
pGem T-Easy vector de 3015 pb que incrementa su marcador de pesos moleculates; Pozo 2 y

.. . . . 3, plasmido purificado de la clona 7.

eso al adicionarle, mediante una ligasa, el inserto de P P

P > gasa,

MIPS por lo que se obtiene un plasmido de peso superior a los 3800 pb. Para determinar la
resencia del plasmido recombinante en la bacteria, éste fue aislado urificado y se le

P % > yp y

determiné su peso molecular a través de un analisis electroforético. Efectivamente, las bacterias

de la clona 7 portaban un plasmido de mas de 3000 pb. (Figura 6-1).

Replcas delveckordigerdo Para ratificar la presencia del fragmento de
MP

— ! MIPS se realiz6 la digestion del plasmido con la
m""_}é Vecbrabieo  enzima FwR1 y enseguida se hizo un gel de

Z(X)Onb%—. -
electroforesis en el que se observan dos

de
_—— — —<—:;:;sngzspb .
750907 fragmentos, uno de aproximadamente 800 pb y

otro de alrededor de 3000 pb (Figura 6-2).

Figura 6-2. Determinacién del peso Resultado que corrobora la presencia del inserto
molecular del posible transcrito de MIPS. Se

muestra plasmido digerido (vector abierto) y el de MIPS de 829 pb y el del plasmido de 3000
fragmento liberado de 828 pb correspondiente al

gen de MIPS. MP, marcador de pesos pb.

-moleculares.
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SECUENCIACION E IDENTIFICACION IN SIL.ICO DEL INSERTO DE MIPS

Una vez demostrado que el plasmido presente en la clona 7 era un plasmido
recombinante, éste se purific del gel y se mandé secuenciar (Macrogen Advancing through
Genomics) utilizando los promotores universales SP6 (para iniciar la sintesis de la secuencia en el
sentido 5’—3’) y el T7 (para el sentido 3’—5’). Al obtener ambas secuencias (Apéndice 3) y con
ayuda del grafico de calidad o histograma se analiz6 cuales pares de bases eran las que se debian
utilizar para ensamblar la secuencia del inserto. Con el programa CAP3 Sequence Assembly se
localizaron los extremos en que las secuencias eran idénticas y enseguida se realizé un ensamble,
y por consenso se obtuvo una sola secuencia llamada “contig” (“continuo”).

La figura 6-3 muestra la secuencia de DNA obtenida por el programa, asi también se
indican las caracteristicas que presenta como son: la longitud (en pares de bases), peso molecular,

% de GCy otros. Con esta secuencia de DNA se trabajo para su posterior identificacion.

>Contigl

e e S GGG T GGGGAGGCARCAACGEETCCACGCTGACGGCTGGEETCATTGCC
AACAGGGAGGGGATCTCATGGGCGACCAAGGACAAGGTGCAGCARGCCAACTACTACGGE
TCCCTCACCCAGGCTTCCACCATCAGAGTAGGCAGCTACAACGGGGAGGAGATATATGCG
CCGTTCAAGAGCCTCCTACCCATGGTGAACCCAGACGACCTTGTGTTTGGAGGCTGGGAC
ATCAGCAGCATGAACCTGGCAGATGCCATGACCAGGECCARGGTGCTGGACATTGACCTG
CAGAAGCAGCTCAGGCCCTACATGGAGTCCATGGTGCCACTTCCCGETGTCTATGATCCG
GACTTCATCGCCGCTAACCAGGGCTCTCGTGCCAACAATGTCATCARGGGCACCAAGAAA
GAACAGGTGGAGCAGATCATCAAGAATATCAGGGAGT TTAAGGAGAAGAACARAGTGGAC
ARGGTAGTCGTGCTGTGGACTGCARACACTGARAGGTACAGCARTGTATGCGCTGGTCTC
ARCGACACAATGGAGARTCTGCTGGCATCTGTGGACAAGARTGAGACGGAGATCTCACCA
TCARCACTATATGCCATTGCCTGTGTCACGGAGGGGETGCCGTTCATCARTGGGAGCCCC
CAGAACACTTTTGTGCCTGGGCTGATTGATCTTGCTATCARGAACARCTGCTTGATCGGT
GGTGACGACTTCAAGAGTGGGCAGACCAAGATGARATCGGTCCTGGTTGATTTCCTIGTT
GGTGCTGGAATAAAGCCCACCTCGATTGTGAGCTACAACCACTTGGGARACAACGATGGC

ATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGT CGACNNND

Longitud = 829 pares de base

Peso molecular = 252186.00 Daltons, una cadena
Peso molecular = 504487.00 Daltons, doble cadena
Content G+C = 53.56%

Content A+T = 46.44%

Hucledtido Humero % Mol
A 163 19.66
C 239 28.83
G 205 24.73
T 222 26.78

Figura 6-3. Caracteristicas y secuencia del DNA obtenido por el programa CAP3. Las secuencias de
oligonucleotidos sombreadas no forman parte del fragmento de MIPS.
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Utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del Centro

Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI), se identifico a que tipo de gen era similar
la secuencia antes obtenida, y se observé que la mayor identidad la presentd con la secuencia de
un supuesto gen de la mio inositol 1-fosfato sintasa llamado “mips2”, proveniente de embriones
de Zea mays de12 dias de desarrollo.

Este resultado se obtuvo a partir de la alineaciéon del fragmento junto con las secuencias de
varias fuentes vegetales y en donde el programa proporciona la puntuacion (score, 1482) mas alta
al alineamiento del fragmento de MIPS con el del supuesto gen de MIPS2 (No. de accesion NM
001112498.1), también es importante destacar que el alineamiento entre ambas secuencias tiene
un valor de espectancia de 0.0 es decir, la probabilidad de que la similitud entre las secuencias sea
al azar es nula. Es decir, a menor espectancia es mayor la identidad que en este caso fue del 98 %
(Tabla 6-1).

Tabla 6-1. Resultados de la alineaciéon multiple del fragmento secuenciado con las secuencias de
genes heterélogos de plantas. El valor E indica la probabilidad de que las secuencias comparadas no sean
similares.

NM_ 001112458, 268 mays putative inositol-3-phosphate syrthase (mips2), mANA >&1 1482 100% 0.0 98%
EV9E1708.1 Zea mays clone 237754 unknown mRNA 1327 100% 0.0 5%
NM 001112082.1 2ea mays low phytic a0 (lpal), mRNA 1315 100% 0.0 ¥5%
AFQSEIIE 1 Zea mays myo-nositol 1-phosphate synthase mRNA, complete cds 1315 100% 0.0 95%
BT018520.8 Zed mays clone ELOINDS31011.d mRNA sequence 1120 7% 0.0 7%
EUAZ1115.1 Brassica yuncea myc-msrtol-1-phosphate synthase mRNA, partial ods 1033 100% 0.0 85%
AY 4.1 Xerophyta viscosa myo-inostol- 1-phosphate synthase INOI mRNA, ¢ 1033 100% 0.0 89%
ELB7961.1 Oryza satva Joponica Group clone KCS142A02 nositol-3-phosphate . 1027 100% 0.0 85%
NM 0010557771 Oryzae satve (Japorsca cultver-group) Os030192700 (05030019270 1027 100% 0.0 85%
AK103501.1 Oryza sativa Japonica Group cOMA clone: 033131811, full insert seqt 1027 100% 0.0 %
AK(58750.1 Oryza satva Japenica Group cONA clone:001-019-H08, full nsert sec 1027 100% 0.0 9%
ABD12107.1 Oryza satva Japonica Group RINOI mRNA for myc-nostol phosphat 1022 100% 0.0 8%
AY]54382.1 Lokium perenne myo-inositol phosphate synthase mRNA, partal ods 963 99% 0.0 %
AFQSEY2S | Hordeum wulgare myo-inositol 1-phosphate synthase mRNA, complet 9463 5% 0.0 %
AK2S0476 1 Hordeum vulgare subsp. vulgare cONA done: FLbafT4e0), mANA sec  9S7 9% 0.0 %
BT016742.1 Zea mays clone Contigh75 mRNA sequence 924 % 0.0 4%
AB0S9557.2 Avena sativa MIP mRNA for myo-nostol-1-phosphate synthase, com 905 100% 0.0 86%
AF412340.1 Porteresiy coarctats inositol 1-phosphate synthase (PINO1) gene, cor 784 100% 0.0 83%

Finalmente se analizé con detenimiento y a detalle, cuales son las diferencias que hay entre
las secuencias del fragmento de 828pb con la secuencia MIPS2 tanto a nivel de nucleétidos como
a nivel de proteinas. En la Fig. 6-4 se observa que el alineamiento del fragmento clonado se inicié
en la posicion 270 de la secuencia del MIPS2 correspondiente al aminoacido No. 68. También se
observa que las secuencias de nucledtidos alineadas difieren en 9 pb, aunque al traducir las

secuencias, los aminoacidos en los que difieren fueron solo dos. También se confirman los
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parametros antes mencionados (espectancia e identidad) y se indica que no hay presencias de

>
gap’s.
GENE ID: 10003779%7 mips2 | putative inositol=3=phosphate synthase [(Zea mays)
Score = 1482 bics (802) Expeact = Q0.0
Identicies = B2Z0/7829% t!ﬁi), aps = QO/82% (0%)
Strand=Flus/Flus
CDE: Pucative 1 1 G W ¢ & ¥H_ N 6 5 T L T _ A &6 ¥V I A BN R E &
htz 570 PRI AG AR ARG T CCACGC TGACGEC IGEGEICATISCCARCASGGAGEES ggg
ct 4 T =4
Cbg:punaciv. inosito &8 & M & & B B & & I L I A & ¥YI A H R E &
CDE: Pusative 1 21 T % W _kx T K B K W g gh A oMW ¥ ¥ & B L T gG
b-xy ;%a AT AT e A AR G AT A R S T e C A ARG C AR CTACTACS GO TOCOTCAC ST, é%g
€ 0 FWD s iiaissssasssssassasssasssassssssssmssasssssssssssmssssassaasnmaaa
C:‘;:putntlv. Aincosito |31 I 2 W A T K B K ¥ g 9 A B ¥ ¥ : = L T 9
CDE: Putative 1 a1 A- £ . T X B WV & %% N & E. X ¥ & B EFEK. =R
h-zy égé F I I AT AT A A T AT AC T T A AR S S R AT AFTATATAT S CSCCE I TTAAGAGT ng
&% .o o o, A L sassssassadsasasssamnasadassasadssasssdasass s sdanasasnass s L]
G:gzputnwxv. inosito ica A = T I B Vv & £ x ¥ & K E X ¥ A B F b s
SD5: Putataive 1 &1 L L P H Vv H 2 o L ¥V F & & W O I =5 5 H
*Ty 123 ST TACC AT G I AR C A AC GACC T I I G T I TG CACEC I GEGACATCAGCAGCATS Egg
bIcT BED i iassdadssaiasaddiaaasadsssasalssdassasdasssdadaasaaadsasass
Cbg:pu'nnciv. inositco iza L L P M Vv N ¥ » » L Vv F & & W D I = 5 M
CoF: Pusatave o i H L A D A H T B A K ¥ L Do I D L o K 9 L
gg-:y Egé AR T S AGAT e AT AT A S L S ARG T ST TS RACAT IFACC T FCAGAAGTAGET igg
=% S = s s a8 8 8aas2 8424838883823 38 2848888388453 8&i3882882a88s888a"asaanaEa
Cb;:putntavw Anosite 140 HN L A D A M T 2 A K Vv L D I B L g K 9 L
CDE: Putative 1 10l R P ¥ M E S M VY F L F G Vv ¥ D P D F I A
b-xg igé AT ACAT AT AT e T ST LA I TOCC G IR TCTATGATCCGRACTICATCGE 2!3
< S s 5 8 R RS S A A A S E S S A A S s S 5 R A S A A S A A S A SR LS AL EEIEEdEEEEEEEaE =
C:&:putntavw inosito l1€8 R PP ¥ M K £ M Vv P L P ¢ Vv ¥ D F D F I A
cDE: Putataive 1 iz1 A H g ¢ & R __A N N V I_K ¢ T K K K g ¥v__E
ggcry ggé Pl ARC AL I I T R C AR AR T G T L AT CAAGGSCACCAAGARAGRACTAGE I GGAT ggg
.
CDE:putative inositoc 188 A H Q@ ¢ &8 R A N N ¥ I K 6 T K K E 9 Vv L
CDS: Putative 1 141 o SN AR ke N | PR S | e WCN N O =PI R TN . PR - SN R " Aol RN
ggox :Eé CacktihTC&AG%ATAICAGGGRGITTAAGGaGhAGAXCAA&GTGG&:&RGGTRGTCGTG ggg
. . I Ry R T T i S T S S N S N S S Y
C:g:putntavw inssits 200 = KR SR R Gl - B ARG - O - SRR R SR g R SR T - R T S T AR
CD%: Pusative 1 11 L W T A N T E R ¥ 2 B ¥ € A & L H B T H
2:-xy gl: CTETEGACTCS R T AR A S T AT AT AR T e TAT GO CCTCCTCTCARCZACATART ggg
=% A s m & s A& 8882382888235 8323 5832338835825 88438848838&8188888 8884888 a38838aasass
(= iPutAtive AncoEite =20 L W T A W T E R ¥ 2 M v A @ L o =1 T M
SDE: Pusative 1 il E B L L A 2 Vv D K ¥ E T E I = P 2 T L ¥
2§II{ g:é GAGAATCTGC!GGCATCTGTGGACAAGAAEGAG%CGGAGATCTC%CCATC&ACA TATAT gig
= % 8 8 & & 4 5 & 8 4 S 8 S S A S B S A S A E & s EEE s i s s s s 8 a8 s a8 a s P N N N |
Cb;:putntiv. inositeo =48 E M L L A = v Db K ¥ E A E I E3 F 3 3 L ¥
CDE: Putative 1 =02 A I A < Vv T E G ¥V r I W < % P O B T F
gg-:y ggé AT I eI T e T A A E eI e e T T AT CAAT CEGAGCCCCCAGARCACTTIIT gfg
=% "3 s = s e® EE B E B e E TN ENEEEEEEEEEEEEEEEEAEEIEEEEIEEEEIEEETEEEEEEE -
c:i:putatavw anesaTe €0 A I A ¢ ¥ T E ¢ ¥V P F I B ¢ 3 P @ ¥ 7T T
CoE: PuTative 1 == ¥y P ¢ L I D L A I K B NN € L I G G D D TF
ggi:g :gé I I e e T RAT TGATC I TG CTATCAAGAR AACTG#ETGRT GeTECTRACGACTIC ;%g
< P L~ T T T
C:;:putntav‘ anesate 00 ¥ FP & - I 2 L A I E i ¥ ©& L I & & D D F
CoF: Putative 1 =42 K. 3 6 9 T K M K $ VvV L ¥V D F L Vv G A G I
-:{ ;E% AARGACT PR CAGATCARGATFARATCZET CTGGT:G&TIT% ITTSTIGETICCTSZAAT 332’
< s s assasEassasssiasasssassssassassassssssslasasssssssazassaas
C:g:nutntav. inesite 00 K § ¢ @ T K H K 5 1 = VvV o F L =& ¢ A @ I
CDE: Putasive 1 ZEl K F T 5 I W B b 21 H L = H H D [
Cuexy 781 ARGCCCACCTICGATIGIGAGCTACARCCACTITIGEGARACARCGATGGCA 8Z59
Ebgub LOBO o - vz s ssss s csasSasisEiisiiEsissEsasEsEEss =aa a8
CDEPDUTATiIVS® ANoOSiTO 328 K B T = I v = ¥ N ¥ L & H H D &

Figura 6-4. Alineamiento entre el fragmento de 829 pb y la secuencia del supuesto gen de mips2 a
nivel de nucleétidos.

Una vez asegurada la identidad del

Replicas de la purificacion y

ampliicacién fragmento clonado se procedié a su purificacion.

Sin embargo, la recuperacion del DNA fue menor

Insertode del 60 %, por lo que se reunieron todas las
MIPS 828 pb

réplicas de la digestion en una sola muestra. La

cual se purificd y se empleo como molde para su

A amplificacion por PCR, en la que se utilizaron los
Figura 6-5. Amplificacion del transcrito de  oligos especificos del gen, las condiciones y

MIPS. MP, marcador de pesos moleculares. L ,

componentes indicados en métodos (Tablas 5-1;

5-2; 5-3), para asi volver a purificar (Figura 6-5) y con esto asegurar la eliminacion de reactivos y
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oligonucledtidos que pudiesen afectar a las etapas subsecuentes de la hibridacion. Este fragmento

fue utilizado como sonda.

EFICIENCIA DEL. MARCADO DE I.A SONDA

La eficiencia del marcado de la sonda se

realiz6 mediante la comparacién con un DNA

DNA

control estandar marcado, proporcionado por el
Sonda fabricante. Este recomienda colocar en una
marcada

membrana de nylon 1 pl de una serie de
Figura 6-6. Eficiencia del marcado de la Y H
sonda. diluciones como lo indican las instrucciones del
kit, y en paralelo se colocan una serie de diluciones del fragmento MIPS marcado. En la figura 6-
6 se observa que la intensidad de las muestras de la sonda marcada, es mayor que las del estandar,

lo que indica que hay un excelente rendimiento en el marcado de la sonda.

DETECCION INMUNOLOGICA

Como se mencionoé en el capitulo 3 la hibridacion se llevé a cabo por etapas: electroforesis,
transferencia por capilaridad, prehibridacion, hibridacion, lavados a alta astringencia, deteccion
inmunolégica y el revelado de la membrana por autorradiografia. Todas las etapas se realizaron
de acuerdo a las instrucciones del proveedor, sin embargo se presentaron problemas en la
deteccion de la hibridacion ya que las peliculas reveladas mostraron bandas y gran cantidad de
sefial inespecifica. Por lo que se realizaron dos tipos de modificaciones al protocolo descrito por
el fabricante. Primero se incremento el tiempo de incubacién con el revelador inmunologico
manteniéndose las condiciones de lavado (Fig. 6-7).

30'después delrevelador  45'después delrevelador  1d después del revelador Condicion

T2° T2 24°24* 72072 24°24° 0 6 81724 Tiempo de imbibicién (h)
L WA
Figura 6-7.
Optimizacion de las
condiciones para

detectar el transcrito
por Northern Blot. o,
-0.3 MPa; ¢, -0.6
MPa.

20min 25min 25min Tiempo de exposicion
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En el otro caso se incrementé dos veces la cantidad de sonda y se mantuvieron las

condiciones del fabricante (datos no mostrados), y en un tercer caso solo se incremento la
astringencia del lavado (Fig. 6-8).

. Condici6n Como se observa en la figura 6-7, el
68°Ccon SSC 1x 65 °C con SSC 0.5x

8 17 24 06 8 Tiempo de imbibicién (h)

incremento en el tiempo de incubacién con el
m RNA osoma

revelador inmunoldgico, asi como el del tiempo de
exposicion a la pelicula no mejoréd la deteccion.

Las modificaciones de la astringencia del lavado o

:

de la concentraciéon de la sonda, también arrojaron

resultados inadecuados para el logro del objetivo

25kigura 6-8. to de diyersas niveles de L . o
astringencia en la deteccion “de la senal del planteado. Ta hibridacién y deteccién de acidos

transcrito . .

nucleicos por este protocolo, requiere de largos
periodos de incubacién lo que dificulta la obtencion de resultados definitivos. Fue por esta razon
que para evitar mas demora, se decidié6 cambiar de técnica y utilizar la reacciéon en cadena de la

polimerasa por transcripcion reversa (RT-PCR). Y aunque ésta presenta como desventaja

resultados semicuantitativos, se obtienen resultados contundentes.

@  PCR por transcripcion reversa

DETERMINACION DE I.A INTEGRIDAD DEL RNA,,,, PARA 1.AS EXTRACCIONES A LOS
DIFERENTES TIEMPOS DE 1.A GERMINACION.

Como se observa en el diagrama de la metodologfa, es indispensable saber que el RNA,
esta {ntegro para poder continuar; ya que de lo contrario, hay que iniciar nuevamente el
experimento. Este criterio se basa en la abundancia de los diversos tipos de RNA presentes en el

RNA,,,. De éste, el 82% lo constituye el RNA ribosomal, un 14% -15% (aproximadamente) el

total*
RNA de transferencia y una proporcion muy pequefia el RNA mensajero (2-5%), en donde se
encuentra el transcrito de MIPS; es por ello que al demostrar la integridad del RNA ;... en el
extracto de RNA_,, indica que también estan integras, las otras fracciones de RNA, ya que en

debido a su
18S y 28§

caso de contaminacién por RNAsas, el primero en ser degradado serfa el RNA

ribosomal

abundancia. El resultado de la figura 6-9, muestra la integridad de los RNA . .

indicando que el RNAm también esta integro, por lo que se puede continuar con la siguiente

fase del proyecto, el aislamiento del RNA, .
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Figura 6-9. Deteccién de la integridad del RN Atotal .
extraido de ejes embrionarios germinados por diferentes Tiempo (h) 0 8 16 24
petiodos. Gel de electroforesis de agarosa al 2% (p/v) en 2I85—>
condiciones desnaturalizantes y tefiido con bromuro de
etidio. Muestras de RNAtotal (~4pg) extraido con 185—
TRIzol®, en donde se muestran las bandas del RNAr (28 S 2
y 18S) que revelan la integridad del RNAtotal a los
diferentes tiempos de imbibicion.

DETERMINACION DE LA PUREZA DEL RNA,,. ., POR ESPECTROFOTOMETRIA DE
ABSORCION ULTRAVIOLETA

Debido al caracter aromatico de las bases puricas y pirimidicas que constituyen los acidos
nucleicos, éstos presentan un espectro de absorcion de la luz ultravioleta a pH=7, exhibiendo un
maximo de absorciéon a 260 nm. Sin embargo debido a que también las proteinas poseen
estructuras aromaticas (triptofano, fenilalanina y tirosina.) que absorben a 280 nm, a los extractos
de RNA,_,, se les determina su absorcion a esta longitud de onda para eliminar la posible
interferencia debida a proteinas; de manera que al realizar el calculo de la relacion
D.O.A=260/D.0.A=280 se obtiene una forma de expresar la pureza del acido nucleico, ya que
un valor entre 1.8 y 2.0 de esta relacion indica una muestra pura 0 con muy poca contaminacion
debida a proteinas(Luque & Herraez, 2001).

La tabla 6-2 muestra los resultados de pureza y la cantidad en pg/ul. de RNA, , obtenido.
En ésta se observa que la pureza de las muestras es adecuada ya que la relacion de absorbancia
260/280 fue del orden de 1.9 a 2, indicando una baja contaminacién por proteinas. Asi mismo se

observa que independientemente del tiempo de germinacion, la cantidad de RNA,,,, obtenido

por la técnica con TRIzol® modificada es de 1-5 pg/pl, cantidad suficiente para proseguir con

el aislamiento de RNA .

Tabla 6-2. Pureza y concentracion de los extractos de RNAtotal a diferentes tiempos de imbibicion.

Muestra de ejes Pureza Concentracién de RNA ol
(h de imbibicién) A260nm/ A280nm (ug de RN A/ HL)
0 1.95 1.16
6 1.97 2.94
8 1.91 1.53
16 211 3.34
24 2.07 3.06
72" 2.08 8.28

*Extraido con el Plant RNA Purification Reagent® de Invitrogen
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA POR TRANSCRIPCION REVERSA (RT-PCR)

Como se puede observar en la figura 6-10, las bandas observadas corresponden al gen de
ubiquitina. La expresion de este gen no se altera por efecto de la germinacién, es por eso que se
utiliz6 como control para detectar la calidad y cantidad de molde utilizado en cada reaccion de

PCR.

0 Oh 6h 8h 16 h 24h
MP MP
MU M U MU M U M U M U
- r N o
A ‘ 1. : —
- P
5 .
Mpbj ' -
300 pb —> : -
‘- I - ., -

Figura 6-10. Analisis de la expresion del gen de MIPS por RT-PCR. Gel de electroforesis de agarosa
al 1% en amortiguador TAE 1x para determinar la amplificacion del gen; tefiido con bromuro de etidio. En
el gel se cargaron 4 pL. de una reacciéon de PCR de 10 pL.. MP, marcador de pesos moleculares; 6, control
negativo; M, MIPS (2 pL. de cDNA como templado y 15 ciclos); U, Ubiquitina (1 pL. de cDNA como
templado y 24 ciclos).

También se observa una menor intensidad en la banda de ubiquitina, proveniente de la
muestra de ejes sin germinar indicando que la cantidad de molde utilizado fue menor que el de
los otros tratamientos. Lo anterior podtia ser reflejo de que la cantidad de RNA | obtenido en
este caso, fue menor que la obtenida en los otros tratamientos. Por el contrario, no se detectd
ninguna sefial en los carriles dénde se cargd el producto de la reacciéon de PCR para la
amplificacion del gen MIPS. A pesar de que la calidad del cDNA era adecuada para ser utilizada
como molde, y de que las condiciones utilizadas en la reaccion de PCR fueron las descritas en la
metodologia, las cuales en trabajos previos, utilizando un método diferente para el aislamiento
del RNA, mostraron ser efectivas (Escamilla-Martinez, 2006). Una primera interpretacion de este
resultado, fue suponer que la abundancia del gen era baja y en consecuencia se incrementé 3.75
veces la concentracion del templado, sin obtener resultados positivos (Fig. 6-11 carril 3-5). Otra
consideracion que se hizo fue que el numero de ciclos de amplificaciéon recomendados en la
metodologia reportada por Escamilla (2000) era insuficiente para obtener una sefal, por lo que se
decidi6 correr una segunda PCR, utilizando 2 pL de templado y dos series de 15 ciclos cada uno.
La reaccion se almacend por un periodo de 12h a -20 °C entre uno y otro ciclo. Con estas

condiciones se obtuvo la banda del fragmento de MIPS (Figura 6-11).
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Figura 6-11. Exploracion del numero de
ciclos de PCR en la deteccion del gen. Gel de
electroforesis de agarosa al 1% (p/v) tefiido
con bromuro de etidio. Se cargaron 3 pL de
una reaccion de PCR de 10 pL. Los carriles 1y
12 son marcadores de peso molecular; carril 2
y 6 controles negativos, el primero con 15
ciclos y el ultimo con 30 ciclos. Del carril 3-5
se utilizaron 7.5 pL. de cDNA como templado
para cada tiempo de imbibicién y 15 ciclos. En
los catriles del 6-8 y el 10, se utilizaron 2 pL de
cDNA como templado para cada tiempo y dos
series de 15 ciclos cada uno. Separados por un
petiodo de 12 h a —20°C entre uno y otro ciclo.

123 45 67 8 9 10 1112

16 24 Tiempo de imbibicion

285—»
185_’

(h)

Para corroborar el resultado anterior se prepararon nuevas muestras de RNA, v se siguié

el protocolo hastala obtencion del cDNA. En esta ocasion se utilizé la Taq polimerasa platinum

caracterizada por estar ligada a un anticuerpo, que mantiene inactiva a la enzima durante el

ensamble de la reaccidon, de tal manera que se obtiene una mayor especificidad durante el

alineamiento logrando una eficiencia superior a la de la enzima normal. Después de la primera

serie de PCR se tomo una alicuota de la reaccion y se analizé por electroforesis. Nuevamente, no

se observo sefal. El resto de la reaccion se sometié a una segunda serie de PCR. De nuevo se

analiz6 el producto y los resultados se muestran en la Fig. 6-12a. Con excepcion de la muestra

control (t = 0) en los demas tiempos de germinacion se observa el fragmento de 828 pb

correspondiente a MIPS.

Taq Polimerasa

Taq Platinum

MP 0 6 8 16 24 0 6 8

MP

:,

LT

72 Tiempo (h)

Figura 6-12.
Comprobaciéon de las
condiciones de PCR en
la expresion de los
genes: MIPS y
ubiquitina. Gel de
electroforesis de agarosa
al 1% (p/v) tefiido con
bromuro de etidio. a) 2
L de cDNA como
templado y 2X 15 ciclos.

= b) 1 pL. de cDNA como
- = g templado y 24 ciclos. En
= b. Ubiquitina® €l gel se cargaron 4uL del
600 pb =+ ? producto de la reaccion
300 pb—> - - de PCR. MP,
o Marcadores de peso
molecular
285 —»
185 —*»
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Ademas en la figura 6-12b se muestran los resultados para el gen de ubiquitina alrededor

de 300 pb y se distinguen bandas superiores a los 300 pb lo que probablemente represente un
excedente en el nimero de ciclos. Y finalmente se nota que tanto para la amplificacién de MIPS
como para la de ubiquitina, se detecta una banda alrededor de los 100 pb, que posiblemente
indique un exceso de los oligos en la PCR.

En la figura 6-12a se observa que la abundancia del gen se mantiene de las 6 a las 16 h de
germinacion. Sin embargo, ain no es posible concluir si el gen fue inducido durante la
germinacion, porque la intensidad de la sefial de ubiquitina es menor en el tiempo cero que en el
resto de los tiempos; sugiriendo que la cantidad de molde podria no ser la adecuada.

Por otra parte se realizé un experimento mas en el que se duplicé el nimero de ciclos en
un solo periodo; es decir, se realizaron 30 ciclos con las condiciones descritas en la figura 6-13 y

también se muestra que los 30 ciclos en un solo periodo genera el amplificado de MIPS.

30cliclos El caso de semillas sin

[ )
94°C _94°C 72°C 72°C

germinar presentaron problemas en
la extraccion del acido nucleico, y los

resultados del analisis de la

expresion fueron variables; una de
MP 6 8 16 24 72  Tiempo (h)
e las muestras present6 sefial y una de
las réplicas no (datos no mostrados).
Para asegurar que el gen se indujo
durante la  germinacién,  fue
necesario trabajar la muestra por
separado. El aislamiento del RNA
de los ejes tiempo cero, se realizo

con un reactivo diferente al utilizado

en los otros tiempos de germinacion,

con el que se obtuvo un rendimiento

y calidad excelente; en consecuencia

Figura 6-13. a) Condiciones modificadas para la PCR, b) |, tesultados del RT-PCR fueron de
Analisis de la expresion del gen de MIPS y c¢) RNA ribosomal

mayor claridad.
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&  Optimizacion de las condiciones de extraccion de RNA,,, de ejes
sin germinar

Debido a que los ejes embrionarios sin germinar poseen un mayor numero de
macromoléculas de reserva (carbohidratos y lipidos) en comparacion con las demas muestras, el
RNA,., para este tiempo se obtuvo utilizando otro reactivo, el Plant RNA Purification
Reagent® de Invitrogen® utilizando cerca de 100 mg de tejido y 500 pl. de reactivo para
después proceder con la extraccion, segun las recomendaciones del fabricante. En la figura 6-3 se

total

aprecia notablemente que el extracto de RNA_, del tiempo cero proveniente del Plan RNA
Purification Reagent® produce un aislado de RNA,,, de mejor calidad en todos los aspectos,
con una mayor concentracién que la obtenida utilizando TRIzol® (comparar fig. 6-9 vs 6-14),

con integridad perfectamente definida y con una menor proporcion de impurezas (Tabla 6-3).

Figura 6-14. Integridad del RNA . de ejes sin
germinar. Gel de electroforesis de agarosa al 2% (p/v) en
condiciones desnaturalizantes y teflido con bromuro de

etidio. Muestras de RNAtotal (4ug). Obtenido con Plant 288 :
RNA Purification Reagent® que muestran las bandas 28
Sy 18S del RNA. 18—

Tabla 6-3. Pureza y concentracion de los extractos de RNAtotal de ejes embrionarios sin germinar
obtenido por dos métodos.

Concentracion de

iy RNA
(ug de RNAwa/pl)
0 1.95 1.16
0* 2.05 7.51

Extraido con: *TRIzol®,*Plant RNA Purification Reagent® de Invitrogen.

En la figura 6-15 se muestran los resultados de PCR utilizando como templado cDNA
proveniente de RNA, purificado del RNA,, mostrado en la fig. 6-14, aislado de ejes
embrionarios control. En la misma figura también se muestra el producto de la reacciéon con
cDNA obtenido de RNA total diluido. En ninguno de los carriles en los que se analizé el
producto de la reaccién, ya sea que se corrid por 15 ciclos o por dos veces 15 ciclos se observé
sefial. Ni adn cuando la amplificacion de MIPS se realiz6 con dos concentraciones de templado;
Aunque el resultado no fue del todo contundente, pues parecerfa haber una ligera sefial

correspondiente a MIPS después de la corrida de 2X 15 ciclos en la reaccion (Fig. 6-15).
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1 2 3 4 56 7 8

285

Al obtener una vez mas un resultado
de dudosa validez, se realizO un nuevo
experimento para confirmar si la posible
sefial corresponde a MIPS o no.
Obteniéndose los resultados mostrados en
la figura 6-16; que indican la presencia de
MIPS en dos de tres muestras amplificadas
con 30 ciclos continuos. Pero al observar las
bandas de los RNA ribosomales, se
distingue que la cantidad en las primeras
dos muestras es de tres a cuatro veces
mayor que la de la Gltima (carril 3, fig 6-16
b). Lo que sugiere que la cantidad de
RNA,, de MIPS, en este carril, es nula o tan
poco perceptible que aun cuando se
realizan los 30 ciclos de amplificaciéon no se

obtiene sefal.

Figura 6-15. Analisis de Ia
9 10 11 expresion del gen MIPS en ejes sin
germinar. Gel de -electroforesis de
agarosa al 1% (p/v) teflido con
bromuro de etidio. Muestras de 4 uL
que revelan los amplificados de MIPS
y Ubiquitina para las muestras de
semillas sin germinar. Carril 2, control
negativo; carril 3 y 5, 2 pL y 8 pL de
cDNA obtenido de RNAm; carril 4, 2
pL. de cDNA obtenido de RINAtotal
diluido 5:50; Las reacciones antetiores
se realizaron con 15 ciclos. Carril 7, 2
pL. de ¢cDNA obtenido de RNAm,
corrida 2 X 15 ciclos; catril 8, partiendo
de RNAtotal diluido 5:50, 2 X 15
ciclos. Carril 10, ubiquitina utilizando
1 pL. de cDNA obtenido de RINAtotal
diluido 5:50; carril 11, ubiquitina
utilizando 1 pL. de cDNA obtenido de
RNAm. En los experimentos de
ubiquitina el PCR se corri6 por 24
ciclos.

a.MIPS

285— )
s b. RNAgeomat

Figura 6-16. Expresion del gen MIPS en tres
muestras independientes de ejes embrionarios sin
germinar. Gel de electroforesis de agarosa al 1% (p/v)
tefiido con bromuro de etidio. Muestras de 4uL. que
revelan los amplificados de MIPS de tres muestras de
ejes sin germinar diferentes. 04, RNAtotal obtenido con
Plant RNA Purification Reagent®.
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En conjunto, los resultados anteriores indican que MIPS es un gen que no se induce en el

eje embrionario durante la germinaciéon de la semilla de maiz, pero su abundancia es casi la mitad
que la del gen de ubiquitina. Y mantiene el mismo nivel de expresion por lo menos las primeras

24 h.

oo Curva de imbibicion

GERMINACION DE SEMILLAS

Se ha demostrado que el nivel de hidratacion de la semilla es critico en la induccién de
eventos metabolicos, por lo que en este trabajo se determinaron los niveles de hidratacion a los
cuales se realizé la induccion de la expresion del gen MIPS. Para lo anterior se determiné el
contenido de agua de la semilla de maiz y de sus componentes: embrion y endospermo a los

distintos tiempos de germinacion
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Grafica 6-1. Curva de imbibicién de semillas de maiz variedad Chalqueia,
utilizando agua bidestilada como medio de imbibicién. Las flechas indican los tiempos
de germinacion empleados para el analisis de la expresion del gen.

Como se observa en la grafica 6-1, las semillas de maiz absorbieron la mayor cantidad de
agua durante las primeras 12 h alcanzando mas de 30 g de H,O absorbida/100 g,..; mientras
que en las siguientes 12 h la absorcién de agua se mantuvo casi constante. En este periodo solo
se absorbieron de 1 a 2 g. Posterior a las 24 h, de nuevo la velocidad de hidrataciéon de la semilla
se incrementd, aunque a menor velocidad que en las primeras 12 h de imbibicién, hasta alcanzar

los 41.3 g de H,O absorbida/100 g, .. a las 48h. A este tiempo la germinacién ha terminado pues
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ya protruy6 la radicula. La distribucion del agua absorbida por la semilla, entre el endospermo y

el embrion se muestra en la grafica 6-2.

Se observa que en ambas regiones de la semillas, nuevamente la mayor absorcion de agua
se da en las primeras 12 h; sin embargo en la curva de imbibicién del endospermo se aprecia que
por las siguientes 24 h, este tejido ha alcanzado la maxima hidratacién, debido a que el

incremento en la absorcion de agua en este periodo fue de tan solo un 2%.

60 -
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. ___--—":»_'{
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230 | 2567 28.8
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Grafica 6-2. Curvas de imbibicién de las principales estructuras que constituyen a la
semilla (embriéon y endospermo). Utilizando agua bidestilada como medio de
imbibicién.

Para la curva de imbibicién del embrion se distingue claramente que la humedad alcanzada
en las primeras 12 h es un poco menos (42.5%) del doble de la obtenida para el endospermo
(26.2%) y por las siguientes 12 h la hidrataciéon se mantiene casi estable con un ligero aumento
(~2%) que posteriormente se incrementa en mayor proporcion al pasar las 24 h, obteniendo asi
una humedad del 54%.

Tomando en cuenta los resultados de la figura 6-16 y los del grafico 6-2, se concluye que el
gen MIPS se expresa en contenidos de humedad de entre 25-42 % de contenido de agua.

Germinacion de semillas en estrés.

Como se mencioné anteriormente el inositol se encuentra involucrado en varias rutas

metabdlicas de gran importancia para el desarrollo y crecimiento de la planta, sin embargo las
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condiciones de germinacion de las semillas de maiz suelen ser muy variables y drasticas a lo largo

del planeta, lo que nos llevé a investigar el comportamiento del gen en condiciones de estrés
hidrico. Por lo que otra estrategia para evaluar la importancia del gen MIPS fue la de conocer si
su expresion se modifica o no al variar las condiciones de germinacion como en este caso, bajo
condiciones de estrés hidrico. Es por ello que se realizaron experimentos previos que
permitieron elegir las condiciones y el tiempo de imbibicion en el cual se evaluara la expresion
del gen.

Como se mencioné anteriormente en el capitulo 3 de la metodologfa, se utilizaron tres
condiciones de estrés, en donde la disponibilidad de agua disminuyé a medida que el potencial

osmotico se incremento.

M Control EW=-03Mpa MW=-0.6Mpa HW=-1.2Mpa

100
90
30
70
60
50
40
30
20
10

% de semillas germinadas

24h 30h 48 h 52h 72h
Tiempo de imbibicién en estrés

Grafica 6-3. Germinacion de semillas en estrés por sequia.

El grafico 6-3 muestra de manera cuantitativa el retraso de la germinacion al aumentar la
intensidad del estrés; ya que a las 30 h del lote control (“agua”) el 60% de la poblacién ha
germinado y a las 48 h el 98% de la poblacién ya ha germinado. Mientras que para los lotes de
semillas en estrés con -0.3, -0.6 y -1.2 MPa el 50% de la poblacion germinada se alcanza a las 48,
52y >72 h, respectivamente.

La figura 6-17 muestra de manera cualitativa el resultado del progreso de la germinacion
durante la imbibiciéon en condiciones de estrés. Asi también, se distingue como se retrasa la
germinacion a medida que se intensifican las condiciones de estrés. A mayor potencial hidrico el

numero de semillas germinadas es menor que en el control.
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Una vez que transcurrieron las 72 h de imbibicioén en estrés, las semillas se enjuagaron y se

transfirieron a una caja con agua, para observar si las semillas no germinadas en estrés aun eran
viables. Las semillas del lote tratado a una W, de -0.3 MPa lograron recuperarse y germiné un
10% mas de la poblacion, indicando que el 96% del lote era viable. Para las dos condiciones
restantes (-0.6 y -1.2 MPa) se obtuvo un 80 y 66% de viabilidad en los lotes. Debido a que en los
lotes tratados a -0.3 y -0.6 MPa aun conservan un elevado porcentaje de viabilidad, fue que se

decidio trabajar en estas condiciones el analisis de la expresion del gen.

Grafica 6-4. La
primera serie representa

H Semilas en estrés a las 72h  # Semillas viables

el % de semillas 100 2
germinadas a las 72 h 90

de la imbibicion en |- 80

estrés para las £ 70

diferentes condiciones g 60

osmoéticas. La segunda Efu 50 -

serie muestra el % de =é 40

semillas germinadas & 30

después de tener 72 h '§ 20

en estrés y 24 en agua. | = g

Las flechas indican las 0

condiciones usadas Coateal 503 5506 12

para el analisis de la Ws= Presién osmética (Mpa)
expresion del gen.

@  Expresion de MIPS durante Ia germinacion en estrés hidrico.

La extraccién de RNA,, se realizé con TRIzol® y Plant RNA Purification Reagent® de

tota

Invitrogen, con lo que se obtuvieron concentraciones y purezas adecuadas (Tabla 6-4) que

permitieron continuar con la técnica.

Tabla 6-4. Pureza y concentracion de los extractos de RNAtotal de ejes embrionarios en
condiciones de estrés hidrico.

Muestra de ejes embrionarios en estrés Pureza Concentracion de RNA

(h de imbibicién) X260nm/ A280nm (g de RN A/ L)
24 ha-0.3 MPa* 2.00 3.69
48ha-0.3 MPa* 2.09 13.25

48 h(-0.3 MPa) / 24 h (H,O)* 1.79 5.09
24ha-0.6 MPa* 1.95 2.86
48 h a-0.6 MPa™ 2.06 14.28

48 h(-0.6 MPa) / 24 h (H,O)* 1.88 3.72

Extraido con: *TRIzol®,*Plant RNA Purification Reagent® de Invitrogen.
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Se realiz6 el RT-PCR de las muestras tratadas bajo condiciones de estrés. En ellas se

observé que con los primeros 15 ciclos de amplificacion, el gen en estudio no present6 expresion
durante la exposicion al estrés, independientemente del tiempo expuesto (24 o 48 h); pero se
aprecia que, una vez que los ejes estresados se incuban bajo condiciones 6ptimas de germinacion
la expresion se incremento, ya que con el simple hecho de amplificar por 15 ciclos se observan
bandas de MIPS (Fig.6-18a, 48 h/24 h). En la figura 6-18b correspondiente a la expresion del
gen ubiquitina se observa que la cantidad trabajada de cDNA fue constante, por lo que no se
tiene duda del resultado obtenido. Por otro lado, nuevamente se vuelven a ver bandas superiores
a los 300 pb asi como un exceso de oligonucledtidos para ambas reacciones (MIPS y Ubiquitina),

estas ultimas observandose como manchas de intensidad variable alrededor de los 100 pb.

0.3 MPa 0.6 MPa

24 48 48/24% 24 48 48/24% Tiempo (h)

a. MIPS

' E ' o ..

o -

' ' ' l ll b. Ubiquitina

285—>»
185—»

600 pb—>
300 pb—

C. RNArbosomal

Figura 6-18. Expresion del gen MIPS durante la germinacion en estrés hidrico y durante
su recuperacion, empleando 15 ciclos en la reaccion. Gel de electroforesis de agarosa al 1%
(p/v) teiiido con bromuro de etidio. 4 uL del producto de la reaccién se aplicaron por carril. La
cantidad de templado utilizado fue 2 pL para la reaccion de MIPS y1 pL para la reaccion de
ubiquitina. Carril 4 y 7 muestran bandas de MIPS después de la recuperacion.
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Sin embargo, se realizé un segundo experimento con 30 ciclos continuos de amplificacion

(al igual que las muestras germinadas sin estrés) para que nos permitiera diferenciar si habia poca
abundancia o en realidad habfa ausencia del gen. Este ultimo experimento revel6 sefial de MIPS
para todas las muestras tratadas bajo estrés (Fig. 6-19); Sin embargo, la intensidad de la banda a
las 48 h respecto con la de las 24 h en estrés es mucho menor, atn cuando la concentracion del
RNAtotal fue mayor que para los otros tratamientos. Transcurridas 24 h de recuperacion de la
semilla del estrés, en el eje se detectd un incremento de senal de casi el doble respecto a las 48 en
estrés y ligeramente mayor si se le compara con las de 24 h en estrés. La expresion del gen MIPS

durante la recuperacion del estrés, también fue ligeramente mayor que la detectada a las 24 h de

germinacion.
-0.3 MPa -0.6 MPa
MP 24 48* 48/24%* 24  48* 48/24* Tiempo (h)
800 pb
600 pb

285
185

Figura 6-19. Expresion del gen MIPS durante la germinacion en estrés hidrico y
durante su recuperacion, empleando 30 ciclos en la reaccion. Gel de electroforesis de
agarosa al 1% (p/v) tefiido con bromuro de etidio. Muestras de 4pL que trevelan los
amplificados de MIPS para los diferentes tiempos de imbibicion en condiciones de
estrés hidrico.AIndica que el RNAtotal fue obtenido con Plant RNA Purification
Reagent®. éIndica que estuvo 24 h en imbibicién con agua.
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Discusién

Capitulo 7

Discusion

a germinacion de las semillas involucra numerosos procesos celulares, incluyendo
transduccion de sefiales, biosintesis de pared celular, formacién de membranas,
transporte de hormonas anclaje de proteinas a la superficie celular, trafico de

proteinas y respuestas a estrés biotico y abidtico. En todos los procesos anteriores, el inositol

(Ins) y sus derivados fosforilados juegan un papel muy importante. A pesar de la importancia de
este metabolito, solo se encuentra documentada una via para su biosintesis de 7ovo y la etapa
limitante de la via metabdlica esta dada por la enzima mio-inositol 1-fosfato sintasa (MIPS). Lo
anterior sugiere que la actividad de la enzima MIPS pudiera ser importante durante la
germinacion de semillas. Con la finalidad de explorar esta posibilidad, en este trabajo se estudi6 la
expresion del gen de la MIPS durante la germinacion de ejes de maiz. Los resultados muestran
que durante la germinacion, en el embrion de maiz se expresa una secuencia de 829 pb, que fue
clonada y secuenciada. Su secuencia present6 una elevada identidad con las secuencias de MIPS
de otros organismos (83-98%). El mayor porcentaje de homologia fue con plantas
monocotiledéneas, confirmando asi que el fragmento corresponde al de una enzima MIPS. En

un analisis filogenético realizado (Apéndice 3), se aprecia la gran variabilidad de enzimas MIPS
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que existen, incluyendo la de algunas isoenzimas como la MIPS2 de Arabidopsis thaliana y lo que
principalmente destaca es que comparten en comun el sitio catalitico de unién al cofactor de
NAD?, el cual es esencial para la funcién de la enzima. En la secuencia de DNAr obtenida se
tuvo una homologfa del 98% con la MIPS2 (de embriones de maiz), y la diferencia mas relevante
fue en dos pares de bases que repercuten en la traducciéon a dos residuos de aminoacidos (acido
aspartico por asparagina y alanina por treonina), estas diferencias se encontraron en las regiones
no conservadas de la proteina, lo que sugiere que la enzima en estudio podria corresponder a una
isoenzima de MIPS localizada en embriones, muy probablemente la isoforma 2. En estudios
anteriores se ha demostrado que existen multiples genes que codifican para MIPS, como ejemplo
estan siete secuencias en maiz (Raboy, 2000), tres en Arabidopsis thaliana (Mitsuhashi, y otros,
2008), al menos cuatro en Gheane max (Hegeman, Good, & Grabau, 2001), dos en Cicer arietinum
(Kaur, Shukla, Yadav, Chattopadhyay, & Majee, 2008) y por lo menos tres copias en Sesanzum
indicum L. (Chun, Jin, Lee, Yi, Hyung, & Kang, 2003); varios investigadores coinciden en que la
presencia de multiples genes de MIPS en las diferentes especies de plantas indica que puede ser
empleada para adaptar su expresion diferencial y espacial a determinadas funciones fisiologicas y
del metabolismo. Evidencia que apoya esta propuesta es la reportada recientemente en arroz
(Majee, y otros, 2004). El gen PINO1 aislado de arroz silvestre (Portesia coarctata) tolerante al
estrés salino, codifica para una proteina que mantiene su actividad aun a altas concentraciones de
sal, mientras que RINO1 aislado de Oriza sativa, arroz no tolerante al estrés, codifica para una
proteina que es desnaturalizada a concentraciones altas de sal. La diferencia entre estas dos
proteinas es que la primera carece de los aminoacidos 174-210, que presenta la segunda. En este
caso se observa que si bien el estrés no modifica la expresion del gen, la existencia de genes
homélogos le permite a la planta adaptarse a diversos ambientes.

La expresion del gen durante la germinacion de ejes embrionarios de maiz, no se pudo
detectar mediante la hibridaciéon Northern Blot. Este tipo de resultados se han reportado cuando
se estudia, mediante esta metodologia, genes de baja abundancia(Nims, Dubois, Roberts, &
Walker, 2006). o bien cuando se trata de genes homologos y las condiciones de hibridacién no
se optimizaron. Esta tltima posibilidad no se pudo explorar ya que la metodologia empleada
para detectar la hibridaciéon fue poco amigable. Por lo que se decidié analizar la expresion de
MIPS por RT-PCR. Debido a que con el mismo lote de cDNA, el gen de ubiquitina podia ser

visualizado utilizando 2 pl de templado, mientras que la deteccion del gen MIPS no se logré ni

utilizando 7 pL de templado, concluimos que el gen MIPS era de baja abundancia de cuando
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menos 3.5 veces menor que la del de la ubiquitina. Sin embargo la anterior conclusion es valida
siempre y cuando la eficiencia de amplificacion para ambos genes haya sido similar.
Posteriormente, el transcrito del gen de MIPS fue detectado satisfactoriamente mediante esta

técnica en los cuatro tiempos de germinacion estudiados (6, 8, 16, y 24 h; en condiciones ideales

de germinacion). El resultado anterior se logré utilizando 2 pl de cDNA como templado, y 30
ciclos de amplificacion, mientras que para ubiquitina el gen de referencia, se utilizaron 24 ciclos
de amplificacion y 1 pl de templado. De nuevo, los resultados sugieren que la abundancia del gen
MIPS era menor que el de la de ubiquitina por al menos 2.5 veces. Los resultados también
mostraron un patroén de expresion entre las 6 y 24 h germinacion, perfodo que coincide con la
fase 2 de germinacién. Este comportamiento pudiera deberse al hecho de que en Arabidopsis
thaliana (Johnson & Sussex, 1995) y en levadura (Graves & Henry, 2000), (Loewy & Henry,
1984), la expresion del gen se regula negativamente por la presencia de inositol, el producto final
de la MIPS. Durante este lapso, es probable que el pozal de MIP esté mantenido, principalmente,
por la via de hidrolisis de fosfoinositidos durante la sefalizacion (Boss, Davis, Im, Galvao, &
Perera, 2000), y posiblemente por los derivados de la hidrolisis de la fitina por la fitasa (Loewus
& Murthy, 2000). Aunque la contribucion de este ultimo proceso a mantener los niveles del
pozal de MIP deberfa ser pequena o nula, pues la mayor induccion del gen de fitasa se realiza a
las 48 h de iniciada la germinacion (Maugenest, Martinez, & Lescure, 1997). O bien, a que la
degradacion de mio-inositol por la via oxidativa para formar acido glucurénico y pentosas no es
importante durante esta etapa del desarrollo de la planta (Loewus F. A., 2000), atun cuando la
biosintesis de polisacaridos para la formacion y remodelacion de la pared celular sea muy activa
durante este perfodo (Howell, y otros, 2009). Los resultados obtenidos al utilizar como templado
el cDNA proveniente de ejes sin germinar no permite distinguir entre si el gen MIPS es
constitutivo o inducido durante la germinacion. Aunque también es probable que el patron
variable de la expresion que se observa en los ejes embrionarios de semillas secas, se deba a la
contaminaciéon por tejido escutelar debido a que la obtencién de los ejes se realiza de forma
manual y es muy probable que residuos de este tejido aun estuvieran presentes durante el estudio.
En trabajos realizados por Yoshida y colaboradores mostraron que los transcritos de RINO1
(MIPS del arroz), fueron primero detectados en células apicales del embrién, pero a medida que
la semilla se desarrolld, lo transcritos aparecieron después en escutelo y aleurona(Yoshida K. &.,

1999) y en trabajos en Arabidopsis thaliana la presencia de MIPS predomina en el citosol de células
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de endospermo(Mitsuhashi, y otros, 2008), por lo que la contaminacién por escutelo podria
revelar falsos positivos en la inducciéon del gen en eje embrionario de maiz sin germinar.

En cuanto al efecto de germinar la semilla en condiciones de estrés similares a las que las
semillas podrian estar sometidas cuando son sembradas en campo, los resultados indican que
tanto la germinacion como la expresion del gen se ven afectados por el estrés hidrico. La
disminucion en la disponibilidad de agua, menor potencial de agua por la adicion de PEG, retrasa
la germinacion. Sorprendentemente, en estas condiciones de estrés hidrico, el gen se expresa
durante las primeras 24 h de germinacién y posteriormente, no se detecta sefial. Sin embargo,
durante la recuperacion del estrés el gen MIPS se expresa de nuevo y pareceria que su expresion,
es ligeramente mayor que durante la germinaciéon en condiciones Optimas de germinacion. Por
otro lado, en publicaciones anteriores sobre la expresion de MIPS en estrés se ha observado que
los niveles del transcrito son muy variables. En algunos sistemas el efecto del estrés sobre los
niveles de expresion de MIPS se ve inducido por el aumento en la concentracion de sal (Ishitani,
1996), mientras que en otras fuentes vegetales el aumento en la concentraciéon de sal lo
reprime(Chun, Jin, Lee, Yi, Hyung, & Kang, 2003); en algunos mas como es el caso de Oriza
sativa, €l efecto sinérgico de la concentracion de aztucares mas ABA inducen la expresion del gen
durante las primeras 4 horas pero después de este tiempo el nivel de expresion
disminuye(Yoshida, Fujiwara, & Naito, 2002) y este patron es similar al observado en Passiflora
ednlis(Abreu & Aragao, 2007) donde el estrés fue una combinacién entre luz y temperatura;
finalmente en un caso de estrés por deshidratacion en garbanzo la expresion de CaMIPS2 se
induce en mayor proporcion que la CaMIPS1(Kaur, Shukla, Yadav, Chattopadhyay, & Majee,
2008) y la variabilidad de los resultados en los sistemas de plantas que se han estudiado bajo
estimulos diferentes ya sea estrés osmotico, luz, temperatura o elicitores biodticos reflejan o
muestran que existen cambios rapidos en el metabolismo del Ins, lo cual le permite a la planta u
organismo contender con el medio que lo rodea, sin importar la etapa en la que se encuentre o el

6rgano que se esté afectando.
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Conclusiones

& La enzima estudiada es una isoenzima de MIPS, probablemente la MIPS2 de maiz.

& Durante la germinacion de semillas y ejes de maiz, ya sea en condiciones éptimas o
durante la recuperacion del estrés hidrico, el gen MIPS se expresa.

& Durante la germinacién de ejes, en condiciones optimas, el transcrito de MIPS se
expresa de manera constitutiva y con baja abundancia.

& Durante la germinacién de semillas en estrés por sequia, la abundancia del
transcrito de MIPS decrece después de 24 h.

& Durante la recuperaciéon del estrés, la abundancia del transcrito de MIPS

incrementa.
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Perspectivas

1% Confirmar la identidad de la isoenzima de MIPS mediante el aislamiento y

secuenciacion del transcrito completo.

02

Estudiar el patrén de expresion de MIPS durante la fase post-germinativa.

1% Analizar la expresion del transcrito durante la germinacion de ejes y/o semillas de

otros cultivares de maiz
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Apéndices

@  Apéndice 1 Disoluciones y Amortiguadores

AISTLAMIENTO DE RNA, ..,

ACETATO DE AMONIO 10M (50 ML)

Calentar 38.54 g de la sal y disolverla en la minima cantidad de agua-DEPC, calentar casi a
ebulliciébn para disolver. Esterilizar por filtracién con material previamente esterilizado.

Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz
AGUA-DEPC (DIETILPIROCARBONATO)

Por cada 3 L de agua bidestilada adicionar 1.5 mL de dietilpirocarboato (DEPC). Agitar
toda la noche y esterilizar al dia siguiente por 1 h. (0.2 mL. de DEPC/100 mL de agua)
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DETERMINACION DE I.A INTEGRIDAD DEL RNA, ., POR ELECTROFORESIS.

AMORTIGUADOR MAE 10x (200 ML)

MOPS 0.4M, pH 7: 18.494 ¢
Acetato de sodio 0.1M: 1.6407 g
EDTA 10mM, pH 8: 10 mL
Agua-DEPC: c. b. p. 200 mLL

Disolver en 80 mlL. de agua-DEPC los primeros dos reactivos y ajustar el pH a 7. Por
separado preparar el EDTA a 100 mM (0.9305 g) y ajustar el pH a 8. Adicionar 10 mL de la
solucion de EDTA a los 80 mL de la disolucion inicial. Almacenar a temperatura ambiente y

proteger de la luz.
AMORTIGUADOR MAE 1x (200 ML)
Disolver 20 mL de la soluciéon de MAE 10x en 180 mL de agua—DEPC.

AMORTIGUADOR DE CARGA RLB 4X (RNA LOADING AMORTIGUADOR) DESNATURALIZANTE. (4 ML)

Glicerol 80%: 0.4 mLL
Formamida desionizada al 100%: 22 mL
Formaldehido al 37%: 0.8 mLL
MAE 10x: 0.5 mL
Azul de bromofenol al 1%: 100 pL
Ciano-xileno FF al 1%: 100 pL

Por cada 3 pL de muestra adicionar 1pL de amortiguador.

DETERMINACION DE DN.A EN GEL DE AGAROSA AIL. 1% POR ELECTROFORESIS.

Gel de agarosa (30 mL)

Agarosa 030 g

Amortiguador TAE 1x 30 mL

Ficol (6x) 1 pL de ficol por cada 5 pulL de muestra
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AMORTIGUADOR TAE 50x (500 ML)

Tris 121¢
Acido acético glacial 22.55 ml.
EDTA (0.5 M, pH 8) 50 mL (9.38 g)

AMORTIGUADOR TAE 1X (220 ML)

En una probeta de 250 mL preparar la disolucién agregando 4.4 mL del Amortiguador
TAE 50x y adicionar agua bidestilada hasta aforar a 220 mlL aprox. Tomar 30 ml para la

preparacion del gel.

HIBRIDACION NORTHERN BLOT

EDTA 200 mM a pH 8, estéril (25 mL) 18612 ¢
SDS 20% (p/v, 50 mL) 10¢g

AMORTIGUADOR SSC 20X A PH 9.5 (500ML)

NaCl 3 M 86.66 g
Citrato de sodio 0.3 M 44116 ¢

AMORTIGUADOR DE LAVADO A PH 7.5 (250 ML)

Acido maléico 0.1 M 5.805¢g
NaCl 0.15 M 4383 g
Tween 20, 0.3 % (v/v) 7.5 mL

Disolver el acido maléico y el NaCl en 100 mL de agua estéril y ajustar el pH con lentejas
de NaOH, adicionar el Tween 20 dejando resbalar por las paredes y mezclar perfectamente.

Aforar al volumen. Almacenar a TA.
AMORTIGUADOR DE ACIDO MALEICO A PH 7.5 (250 ML)

Acido maléico 0.1 M 5.805 g
NaCl 0.15 M 4.383 ¢
Disolver el acido maléico y el NaCl en 100 mL de agua estéril y ajustar el pH con lentejas

de NaOH. Aforar al volumen. Almacenar a TA.
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AMORTIGUADOR DE DETECCION A PH 9.5 (250 ML)

Tris-HCI 0.1M 25 mL de Tris-HCl 1M
NaCl 0.1 M 1461 ¢
Disolver los reactivos en agua estéril y ajustar el pH con lentejas de NaOH. Aforar al

volumen. Almacenar a TA.
SOLUCION DE BLOQUEO 1X

Diluir en amortiguador de acido maléico la soluciéon de bloqueo (vial 6) en proporcion

1:10. Preparar la solucién por cada trabajo.
SOLUCION ANTICUERPO

Centrifugar previo a cada uso el anticuerpo-digoxgenina-AP (vial 4) a 10,000 rpm por 5
min. Pipetear la cantidad necesaria cuidadosamente de la superficie y diluir en solucién de

bloqueo 1X en proporcién 1:10,000. Preparatlo antes de su uso o almacenar a 4 °C maximo 12

h.
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& Apéndice 2 Grifico de calidad
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