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Por razones historicas, el estudio a nivel molecular de los
sistemas vegetales se encuentra en la actualidad
considerablemente retrasado si se compara con los sistemas
animales y bacterianos. Como referencia cabe citar que pocos anos
atras en una recopilacion de secuencias nucleotidicas (EMBL y
GenBank) (Messing, 1984) el espacio total dedicado a los genes de
todas las especies de plantas superiores era comparable al de
muchas especies animales individuales y, desde 1luego, muy
inferior al dedicado a8 organismos bien conocidos tales como el
raton (Mus musculus) o la mosca del vinagre (gr. Drosophila). En
la actualidad, la cantidad de secuencias de DNA de plantas en los

bancos de secuencias crece considerablemente. la pujanza de la
Biologia Molecular de las plantas era destacada por Fink (Fink,
1989) en un articulo publicado en un nimero monografico de la
revista "Cell" (Enero, 1989) dedicado a este tema. Como claros
indicios de una importancia cada vez mayor este autor hace
referencia a la existencia de un "International Congress of Plant
Molecular Biology", de wuna revista especializada ("Plant
Molecular Biology"), una 'Gordon Conference' ("Plant Molecular
Biology Gordon Conference') y un ICN/UCLA "Plant Molecular
Biology Meeting". La causa de este desarrollo hay que buscarla en
el gran interés econdmico subyacente a la adaptacién y mejora de
especies vegetales de gran valor econdmico tales como por ejemplo
muchos cereales y leguminosas. Un dato que refleja la importancia
econdmica de estos cultivos es la estimacidén de que las proteinas
de reserva de los cereales contribuyen con el 55 % al total de la
ingesta humana mundial (Kreis et al.,1985a).

Hay una larga lista de caracteristicas valiosas para el
mejorador de especies vegetales (como la resistencia a
enfermedades y herbicidas, el aumento de la capacidad
fotosintética y de fiJ!a.cic’m de nitrégeno, la mejora de las
caracteristicas nutricionales, etc...) que pueden incorporarse a
las distintas especies con las nuevas tecnologias hoy dia

disponibles. Para ello, sin embargo, es necesario conocer la
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estructura y regulacién de los genes implicados y de los sistemas
metabdlicos relacionados y este conocimiento es hoy dia escaso en
la mayor parte de los modelos bioldgicos. Hay, sin embargo, una
excepcién, las proteinas de reserv;. Sobre la biologia de las
proteinas de reserva se han realizado importantes avances en los

ultimos anos.

Aunque el rendimiento de 1los cultivos de cereales por
hectarea no ha cesado de aumentar desde principios de siglo con
la aplicacidén - de nuevas variedades mas productivas ¥y de
tecnologia agropecuaria avanzada, no se ha conseguido mejorar la
calidad nutricional de éstos. La calidad nutricional del grano
viene determinada por la idoneidad de su composicién en
carbohidratos y en aminoacidos en relacién con el metabolismo del
animal que lo incorpora en su ingesta. Asi, por ejemplo, el maiz )
es un cereal rico en carbohidratos y en proteinas. Sin embargo,
la composicién de aminoadcidos del grano de maiz presenta unos
niveles muy bajos de triptdéfano ¥y de lisina, dos aminocacidos
esenciales. Cuando este cereal se emplea en la alimentacidn del
ganado estabulado hay que suplementarlo con soja, pero tanto el
maiz como la soja presentan niveles bajos de metionina, ¥y es
necesario suplementarlos con este aminoacido. El uso de éste,
producido por fermentacidén, encarece notablemente la alimentacidn
del ganado. En el grano de maiz apenas hay aminoacidos libres, ¥
su abundancia viene determinada por la composicion de las
proteinas+mayoritarias, - las denominadas proteinas de reserva. la
calidad nutricional del grano queda pues determinada por el
control de la expresiéon de los genes que codifican estas
proteinas mayoritarias y no por los genes que afectan a las rutas

de sintesis de los aminoacidos.
1.1 LA FORMACION DE LA SEMILLA EN EL MAIZ

Una de las caracteristicas del maiz que le han llevado a ser

un modelo biolégico bien conocido genéticamente es la posibilidad
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de analizar, con relativamente pocos individuos, una gran
cantidad de cruces genéticos, gracias a la disposicion en la

espiga madura de cientos de granos.

En el maiz los organos reproductores masculinos y femeninos
se localizan sobre el mismo individuo, permitiendo tanto procesos
de autofecundacién como de fecundacién cruzada. Los organos
reproductores masculinos, las anteras, se localizan en la parte
apical de la planta. Los érganos femeninos, agrupados en espigas,
se desarrollan en las partes bajas del tallo. En cada espiga
inmadura se desarrollan centenares de ovarios. Las flores en la
espiga se ordenan de la misma forma que los granos en la mazorca.
De este modo cada mazorca se podria comparar con una placa de
Petri que contuviera centenares de colonias, cada una de ellas
con un caracter genético distinto. Como cada planta puede
presentar 3 6 4 espigas, y en cada una de ellas hay centenares de
granos, cada individuo puede producir varios miles de
descendientes., Asi pues, pueden encontrarse acontecimientos
genéticos raros (frecuencia de 10-7) dentro de una generacion
(tres meses). Ademas, cuando la semilla madura y Be deseca se
puede conservar viable durante afos. De este modo es posible en
el maiz realizar experimentos que en modelos animales no serian
viables, debido a factores tales como el tiempo de generacidn y
numero de descendientes por individuo. Asimismo, por su posicion
filogenética, el maiz es un modelo mas adecusdo para el estudio
de sistemas eucariotas superiores que, por ejemplo, los hongos.

Las descripciones boténicas del desarrollo del grano de maiz
son numerosas (True, 1893; Sargant, 1900; Poindexter, 1903;
Miller, 1919; Weatherwax, 1919; 1923; 1930), asi como
descripciones completags de los aspectos morfolégicos del
endospermo y de su desarrollo (Lampe, 1931; Randolph, 1936; Brink
y Cooper, 1947a,b; Kiesselbach, 1949; Duvick, 1951; 1955; 1963).

El grano en las plantas es el unico 6érgano en el que
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conviven 3 tejidos con distintas dotaciones genéticas. Esto es

consecuencia del caracteristico proceso de fecundacidn.

En un ovario en maduracién sé diferencia una célula,
progenitora del saco embrionario, que sufrira un proceso de
meiosis. De 1las cuatro esporas haploides resultantes solamente
una sobrevive. A partir de las divisiones de ésta se forma el
metagametdfito, formado por células haploides poco diferenciadas
entre las cuales destacan dos. La primera es el évulo, situada en
el punto por donde penetrara el +tubo polinico, y la segunda es
una célula grande con dos nucleos haploides, la denominada célula
central. En las anteras se forman las esporas haploides en un
proceso de meiosis. Células derivadas de las esporas forman el
grano de polen en el que se encuentran dos pequenas células de
cromatina muy condensada, las células espermaticas, ¥y una célula

mayor, la célula del tubo polinico, con un nicleo activo.

Cuando un grano de polen cae sobre el estigma de un ovario
maduro se desarrolla el tubo polinico que arrastra al interior
del ovario a las dos células espermaticas, Una de las células
espermaticas se fusiona con el 6vulo, los nicleos se funden ¥y se
forma una célula diploide que dara lugar al embrién. La segunda
célula espermatica se fusiona con la célula central, binucleada.
En ésta se poduce primero la fusidon de los dos niucleos haploides
originales y después la fusién con el mnicleo de la célula
espermatica. Asi se forma una célula triploide que dara lugar al

endospermo.

Asi, en el grano coincide un tejido diploide procedente de
la madre, el pericarpio, con un tejido diploide mezcla de los
genomas materno y paterno, el embrién, y un tejido triploide con
dos dotaciones cromosémicas maternas y una paterna, el

endospermo.,
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1.2 EL ENDOSPERMO, TRJIDO DE RESERVA

Se ha considerado que todas las células de las plantas
presentan actividad secretora debido a que todas ellas sintetizan
v descargan las proteinas y carbohidratos que forman 1la pared
celular (Adeli y Altosaar, 1984). Sin embargo las células del
endospermo en la semilla producen ademids durante la embriogénesis
una gran cantidad de proteinas especializadas para el propodsito
especifico del almacenamiento (Altschull et al., 1966; Boulter ¥
Derbyshire, 1978).

A lo largo de la maduracién de la semilla es en el
endospermo donde tiene lugar la mayor parte de la intensa labor
biosintética que le permitira acumular una gran cantidad de
azucares y aminoacidos. Durante la germinacién de la semilla los
carbohidratos y proteinas almacenados en este tejido son
hidrolizados liberandose los azicares y aminoédcidos que harén
posible las primeras etapas del desarrollo de la planta joven.

El endospermo del maiz (para una revision sobre su
desarrollo ver Kowles y Phillips, 1988) se describe generalmente
como un tejido triploide aunque en realidad esta caracteristica
cambia rapidamente en la mayor parte del tejido después de la
polinizacién. De 2 a 4 h después de la polinizacién se inician
las divisiones mitoticas del micleo triploide que conduciran, ya
a los 2 dias después de la polinizacion (d.d.p.) a la formacidn
de un tejido sincitial. Las paredes celulares comienzan a
aparecer a los 3 d.d.p. y alrededor del dia 4-5 d.d.p. el tejido
es completamente celular y uninucleado. La cariocinesis y
citocinesis cesan en el interior del tejido alrededor del dia 12,
aunque se mantienen en la periferia del tejido. El tejido
periférico se comporta como un meristemo, suministrando células
nuevas hacia la masa central del endospermo. El crecimiento de
las células centrales, asi como de sus nicleos es
excepcionalmente alto. Asi, en la linea hibrida AIB8 se han
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medido aumentos de 34 veces en el volumen nuclear de las células
centrales entre los dias 4 y 18 d.d.p.
'

En una serie de trabajos (Swift, 1950, Punnett, 1953,
Tschermak-Woess and Ensenberg-Kunz, 1965) se describen
incrementos importantes del contenido de DNA en el nucleo de las
células centrales del endospermo desde 6 a 384 veces la dotacidn
haploide. Phillips y Kowles (Phillips et al., 1983; 1985; Kowles
v Phillips, 1985) han descrito el patron citogenético del
crecimiento del endospermo del maiz, detallando los cambios que
tienen lugar en el contenido del DNA nuclear. Se produce un
incremento considerable de la cantidad de DNA nuclear alrededor
del dia 10 a 12 (d.d.p.) después del cese de la actividad
mitética. Los niveles de ploidia conseguidos por las diferentes
células de la regidn central del endospermo varian, especialmente
respecto a las periféricas. Sarkar y Coe (1971) proponen que,
para un desarrollo correcto, el endospermo precisa ser triploide
o miltiplo de ése valor, con un balance equilibrado de 2:1

materno:paterno.

La amplificacién del DNA genomico en el endospermo de maiz
podia deberse bien a amplificacién preferencial de ciertas
regiones del genoma o a duplicaciones completas de éste. Phillips
et al., 1985; Kowles et al., 1986) empleando como sondas algunos
de los genes conocidos del maiz no pudieron detectar procesos de
amplificacién diferencial. Roninson (1983), empleando una técnica
que permite detectar si un fragmento de DNA gendmico se encuentra
repetido més de 50 veces, no pudo descubrir amplificacién
diferencial del DNA en el endospermo. Empleando citofluorometria
de fluorescencia y como marcadores dos fluorocromos que presentan
afinidad diferencial por la heterocromatina (rica en AT) o por la
eucromatina (rica GC) se pudo determinar (Kowles y Phillips,
1988) que tanto 1la heterocromatina como la eucromatina se
amplifican por igual. De los resultados anteriores se puede

concluir que si se produce algiun proceso de amplificacién
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diferencial, es muy restringido y/o se da a muy pequena escala.

La funcién biolégica de esta amplificaciéon del DNA en el
endospermo es desconocida. Una posibilidad seria la de obtener
DNA de almacenamiento en el endospermo para, una vez degradado,
suministrar nucledsidos (o nucleotidos) al embrién. El aumento en
la cantidad de DNA en las células del endospermo tiene un maximo
alrededor del dia 18 a 20 d.d.p. A partir de ese dia decrece,
coincidiendo con un periodo de crecimiento intenso del embriodn
(Kowles y Phillips, 1985; Phillips et al., 1985). Una segunda
posibilidad seria la de permitir una intensa transcripcion que
hiciera posible mantener unos procesos biosintéticos muy activos.
Hay numerosos ejemplos de relaciéon estrecha entre la
amplificacién del DNA y 1la sintesis de sustancias en el
endospermo en desarrollo. Hay gran mmero de referencias que
describen un  incremento espectacular de actividades en el
endospermo entre 10 y 12 d.d.p., coincidiendo con 1la
amplificacién del DNA. Este incremento se ha descrito para el
peso seco (Brink y Cooper, 1947b; Groszmann and Sprague, 1948),
peso fresco (Hadzi-Taskovic Sukalovic, 1986), aparicion de
granulos de proteinas (Duvick, 1961; 1963; Khoo y Wolf, 1970),
proteinas totales (Ingle et al., 1965; DiFonzo et al., 1977;
1979), mRNA de zeinas (Marks et al., 1983) y acumulacién de
zeinas (Wilson, 1978; Soave et al., 1981; Lee and Tsai, 1984).
Hay numerosas actividades enzimiaticas cuya actividad se
incrementa notablemente alrededor de 12 d.d.p. (Tsai y Nelson,
1968; Tsai et al., 1970; Burr y Nelson, 1973; Baba et al., 1982).
Inclusive la efectividad del cultivo de tejido de endospermo es
superior a los 12 d.d.p. Ciertamente el periodo de 10 a 12 d.d.p.
es un periodo critico, seguido por una prolifica actividad de

desarrollo del em:lospem::: en el maiz.

1.3 PROTEINAS DEL ENDOSPERMO : PROTEINAS DE RESERVA

La primera clasificacién que se realizd de las proteinas de
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reserva de las semillas se basd en criterios de solubilidad,

empleando la técnica de extraccién secuencial descrita por
Osborne y Mendel (1914) y modificada Posteriormente por Landry ¥

Moureaux (1980). En esta clasificacién se diferencian cuatro

clases de proteinas en la semilla :

1. albuminas : solubles en agua.

2. globulinas : solubles en soluciones salinas.

3. prolaminas : solubles en soluciones alcohdélicas.

4. glutelinas : solubles en soluciones alcalinas o acidas
diluidas o0 en soluciones salinas o alcohdlicas que

contengan un agente reductor.

En cereales los diferentes grupos de proteinas parecen

cumplir diferentes funciones :

a.

b'

8

funciéon metabdlica. El1 papel metabolico es la funcidn

prineipal de muchas albiminas y globulinas. En algunos casos
un enzima concreto puede llegar a presentarse en cantidades
elevadas constituyendo una fraccién importante del nitrdégeno
reducido presente en la semilla. La ureasa de la leguminosa

Canavalia ensiformis es un ejemplo caracteristico. En el

endospermo del maiz la sacarosa sintetasa llega a
representar el 2.8 % de 1la fraccidn de globulinas (Su y
Preiss, 1978).

funcién estructural. Muchas proteinas presentes en el

endospermo son estructurales, por ejemplo las proteinas
ribosomales, ciertas proteinas del reticulo endoplasmico y
las glicoproteinas de las paredes celulares. Estas proteinas
no estan bien caracterizadas y no se conoce ningun
componente que se encuentre en cantidades importantes en la
semilla. Muchos péptidos estructurales se extraen en la
fraccion de glutelinas y contribuyen a la multiplicidad de
bandas separadas por electroforesis en geles de acrilamida-
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SDS (Wilson et al., 1981a;1981b).

c. funcién de almacenamiento. Ciertas proteinas de la semilla
parecen tener como uUnica funcién la de formar la reserva de
nitrégeno, carbono y generalmente azufre durante el
desarrollo de la semilla, suministrando estos nutrientes al
embrion en germinacion. Se encuentran en cantidades
importantes que pueden llegar a ser hasta del 10 % del peso
seco de la semilla en cereales y del 25 al 35 % en el caso
de las leguminosas. Las proteinas de reserva han sido
estudiadas en los cereales y leguminosas que son importantes
desde el punto de vista agricola. En todos los cereales las
proteinas de reserva son de tipo prolamina y glutelina con
la curiosa excepcion de la avena (Avena sativa) en que son
globulinas, En las leguminosas y otras dicotiledoneas las

proteinas de reserva mayoritarias son de tipo globulina.

Las proteinas de reserva se han definido (Higgins, 1984)
como el conjunto de proteinas proteina que se acumulan en
cantidades significativas en el proceso de maduracién de la
semilla y que en la germinacién es hidrolizada con rapidez para
suministrar el nitrogeno reducido necesario en las primeras
etapas del desarrollo de la planta joven. Asi pues las proteinas
de reserva de las semillas desempefian una funcién troéfica
(Spencer, 1984). A pesar de que las proteinas de reserva tipicas
no tienen ninguna otra funcidn, existen algunas proteinas que se
acumulan en las semillas en cantidades importantes y que tienen
funciones enzimaticas durante la maduracién (Su y Preiss, 1978) o
de proteccién, al actuar como téxicos en los animales que las
ingieren (Larkins, 1981).

'

La composicién en aminoadcidos de las proteinas de reserva
mayoritarias estd determinada por su funcién de reserva de
nitrogeno (Higgins, 1984). Asi, estédn enriquecidas en aminoécidos

como asparragina, glutamina y arginina o prolina. Asimismo, los
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niveles de proteinas de reserva estan mucho mas afectados por la
cantidad de nitrdgeno reducido disponible por la planta que
ninguin otro grupo de proteinas en la semilla (Abrol et al., 1971;
Derbyshire et al., 1976; Larkins, 19%1; Kirkman et al., 1982).
Esta desviacién en la composicién de aminoacidos conlleva una
subrepresentacién de otros que, en el caso de las leguminosas son
cisteina, metionina y triptdéfano y, en los cereales, lisina y

triptdfano.

La mayor. parte de. las proteinas de reserva se encuentran
agregadas formando complejos de elevado peso molecular con poca o
ninguna solubilidad en agua (Larkins, 1981). Hay, sin embargo,
ejemplos de proteinas de reserva pequenas solubles en agua en el
ricino ("castor bean", Ricinus communis) (Youle et al., 1978), el
cacahuete ("peanut”, Arachis hypogaea L.) (Basha y Pancholy,
1981), el guisante (Pisum sativum) (Murray, 1979) y la judia

pinta ("mung bean", Vigna radiata) (Manickam y Carlier, 1980). En
las semillas las proteinas de reserva se localizan de modo
predominante en organulos pequenos (de 1 a 20 pym de diametro),
denominados cuerpos proteicos, rodeados de una membrana simple o
tonoplasto que derivan del reticulo endoplasmico (Pernollet,
1978; Weber y Neuman, 1980). Al depositarse de modo insoluble en
forma de vesiculas se retiran del medio una gran cantidad de
elementos, osmoticamente activos, que podrian dificultar los
procesos de desecado habituales en las etapas finales de la
maduracién de la semilla y en los que puede llegar a perder el
95% de agua que contiene.

La diversidad de proteinas de reserva en los vegetales,
entre especies de Familias distintas, dentro del mismo género e
incluso la heterogeneidad dentro de la misma especie, ha
dificultado considerablemente su estudio y ha complicado mucho
los intentos de clasificacién. Basandose en los criterios de
solubilidad y de composicién global de aminoacidos, se

establecieron unas clasificaciones (por ej. la de Osborne antes
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citada) que en la actualidad se han superado gracias al
conocimiento de las secuencias de muchas proteinas (deducidas de
la secuencia nucleotidica de clones cDNA) y de los genes que las

codifican.

1. 4 PROTEINAS DE RESERVA DE MONOCOTILEDONEAS : PROLAMINAS

Las proteinas mayoritarias en las monocotileddneas son
prolaminas, aunque presentan bastantes diferencias entre las
principales especies estudiadas. Representan la mayor parte de la
proteina total en el tejido maduro. Ademis, se han descrito otras
proteinas de reserva, de naturaleza globulina, en la avena (Avena
sativa) ¥ en el maiz (Dierks-Ventling, 1982), aunque en esta
especie su contribucion a la proteina total del endospermo es
baja. A continuacién se describiran las proteinas de reserva
mayoritarias, prolaminas, en las Triticeae y en el maiz, asi como

los genes, actualmente conocidos que las codifican.

1.4.1 PROLAMINAS DE TRITICEAE

Las especies mas estudiadas de esta familia son el trigo

(Triticum aestivum), la cebada (Hordeum wvulgare) y el centeno

(Secale cereale). En estas especies las prolaminas, proteinas

mayoritarias en la semilla, se han clasificado en funcién de su
composicién en aminoacidos y peso molecular en tres grandes
grupos (Miflin et al, 1983; Shewry et =al., 1984d; Shewry ¥
Miflin, 1985), las denominadas ricas en S, pobres en S y las
prolaminas de elevado peso molecular. Cada uno de estos grupos
recibe nombres diferentes dependiendo de la especie de que se

trate (tabla 1.2). '
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PROLANINAS

ricas en § pobres en § alto peso molecular
Glutamina 2 -4 38 - 53 30 -39
Prolina 15 - 24 20 - 3% 12 - 11
Cisteina + Metionina 2.4 - 3.8 0-0.2 0.5 - 1.9
Glicina 1.5 - 3.3 0.4 -1.2 " -2
Fenilalanina 3.7-5.8 7.4 - 9.3 0.3 - 1.8
Lisina 0.2 -0.8 0-0.5 0.2 -1.3

Tabla 1.1 : Composicién parcial de aminoacidos (en mol %) de los
grupos mayores de prolaminas de Triticeae (tomado de Kreis

et al., 1985).

GBUPG DB PROLANINAS BSPECIRS NONBRE DE LA FRACCION LOCUS BSTRUCTURAL POSICION DEL LOCUS
Alto peso Trigo Subunidades de alto Glu-1 1AL, 1BL, 1DL
molecular peso molecular de las

(“"HNW"} gluteninas
Centeno Secalinas de alto peso §ec-3 1RL
molecular
Cebada D-hordeinas Bor-3 5L
Pobres en Trigo w - gliadinas Gli-1 1A8, 1BS, 1D§
azufre Centeno w -~ gecalinas Sec-1 1RS
Cebada C - hordeinas Ror-1 53
Bicas en Trigo Y- gliadinas Gli-1 1A, 1BS, 103
arufre gliadinas agregadas
Y- basicas Gli-1 1A§, 1B§, 10§
Y- dcidas Glu-2 188, 109
g - § gliadinas Gli-2 6AS, 6B, 6DS
Centeno {0 k r- gecalinas Sec-1 188
15 k r- secalinas Sec-2 (2Reer j§Ruen g
Cebada B - hordeina Bor-2 53
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Tabla 1.2 : Grupos de prolaminas en trigo, centeno y cebada. Se
indica las denominaciones de cada fraccién en cada una de
las especies, la denominacién de los loci estructurales
conocidos ¥ su posicion en el cromosoma. Segun datos de
Payne y col. (Payne et al., 1984) y Shewry ¥ col. (Shewry et
al., 1983a; 1984a; 1985a). Tomado de Kreis y col. (1985a).

1.4.1.1 Prolaminas ricas en S

Se trata de un conjunto de proteinas que presentan bastante
heterogeneidad en sus caracterisitcas de solubilidad. Este hecho
afecta notablemente sus propiedades de extraccién, que tiene
lugar tanto en soluciones de alcoholes en agua (prolaminas I)
como en soluciones alcohdlicas con agentes reductores (prolaminas
I1 o gluteninas). Forman hasta el 80-90 % de la fraccién de
proteinas totales de la semilla en condiciones normales de
crecimiento, pero se reduce desproporcionadamente en condiciones
de carencia de S. Se pueden subdividir en distintos grupos en

trigo (Triticum) ¥y centeno (Secale cereale), siendo un grupo

unico en cebada (Hordeum).

En el trigo las gliadinas (prolaminas 1) se clasifican
generalmente por su movilidad electroforética a pH acido en a, B,
Yy w (Kasarda et al., 1976). Las proteinas de mayor movilidad
(a, By ¥ ) se clasifican dentro de gliadinas ricas en azufre. En
todos los casos se trata de polipéptidos que no se agregan por
medio de puentes disulfuro. Otro grupo de polipéptidos, cuyos
componentes, se agregan por puentes disulfuro, se extrae en la
fraccién de prolaminas II, y ha recibido una serie de nombres
confusos tales como 'ethanol-soluble reduced glutenin'’, ’high
molecular weight gliadin’ (Bietz y Wail, 1973) o ’low molecular
weight glutenin’ (Nielsen et al., 1968). Las subunidades
presentan una composicién similar a la de los polipéptidos de los
grupos a, B ¥ » ¥ sus pesos moleculares son similares (Shewry
y Miflin, 1985) por lo que Kreis (Kreis et al., 1983) las
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denomina gliadinas agregadas.

A partir de la secuencia N-terqinal de los péptidos se han
diferenciado tres grupos. El primero (tipo a) se encuentra

presente en las a, s ¥y Vi-gliadinas (Autran et al., 1979)

Las Y-secalinas (prolaminas ricas en azufre del centeno) se
pueden dividir entre formas agregadas y no agregadas (Field et
al., 1983; Shewry et al., 1983b). A pesar de que sus pesos
moleculares difieren notablemente, 75000 y 40000 determinados por
SDS-PAGE (Shewry et al., 1982), sus secuencias N-terminales
muestran elevada similitud en los primeros 20 residuos (Shewry et
al., 1982). Esta secuencia es asimismo homdloga a las ¥ -~

gliadinas.

Las prolaminas ricas en azufre de la cebada se denominan B-
hordeinas. Se diferencian distintos polipéptidos tanto por
digestiones con bromuro de ciandgeno y mapado de péptidos (Faulks
et al., 1981), hibridacién de cDNA y poblaciones de mRNA (Kreis
et al., 1983) asi como secuenciacion de clones cDNA y gendmicos
(Forde et al., 1983), pero no difieren en sus propiedades de
agregacion (Field et al,, 1983).

Se conocen en la actualidad un buen nimero de secuencias
aminoacidicas de prolaminas de Triticeae (p. ej. Tabla 2 en Kreis
et al., 1985a) deducidas en su mayor parte a partir de la
secuencia nucleotidica de clones cDNA y gen6micos. Las prolaminas
ricas en S son las que muestran la organizacién estructural mas
compleja. Kreis y col. (Kreis et al., 1983) describen 1la
comparacion de las secuencias deducidas para las proteinas A(a)-
gliadina (cDNA, Kasarda et al., 1984a), las secuencias C y N
terminales de ~-gliadina descritas por Scheets y col. (Scheets
et al., 1985) y Okita (Okita, 1984), y la secuencia completa de
una gliadina agregada descrita por Okita (Okita, 1985). A partir

de su estudio se describen dos dominios en las prolaminas ricas
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en 3. El primero, N-terminal, rico en prolina, pobre en cisteina
no presenta estructura repetitiva. El segundo, C-terminal, pobre
en Prolina, rico en Cisteina, tiene estructura repetitiva. Ademas
la proteina es traducida con un péptido senal que es eliminado
cotraduccionalmente y no se encuentra presente en el polipéptido
maduro. Las secuencias de este péptido senal son homélogas entre
las distintas proteinas estudiadas, asi como con otras
prolaminas., Watson (Watson, 1984) a partir del estudio de 277
secuencias de prolaminas describe la estructura consenso de un
péptido senal :

- un aminoacido cargado entre los cinco primeros, que en las

prolaminas es una Lisina, presentando una Arginina extra la

glutelina-2 (Prat et al., 1985) ¥y una subunidad de las

gluteninas de alto peso molecular (Forde et al. 1985c).

- un grupo de 9 aminoacidos hidrofébicos.

- un aminoacido C-terminal, que suele ser Alanina en todas

las prolaminas, con la excepcién de la glutelina-2 del maiz

en que es una Serina (Prat et al., 1985)

La tnica diferencia importante respecto al consenso general
de la estructura de 1los péptidos senales es la ausencia de una
rotura de la hélice en los residuos polares antes del punto de
corte. Unicamente las Y-gliadinas presentan una glicina en esta
posicién lo cual estd de acuerdo con la estructura consenso,
aunque no universal, de los péptidos =sefial. Para una discusion
mas detallada de 1la estructura proteica de los polipéptidos
conocidos ver Kreis y col. (Kreis et al., 1985a). Este autor
extrae las conclusiones siguientes sobre la estructura de estas

proteinas y su comparacién :

1. El1 dominio rigo en prolina es variable entre los
diferentes tipos de prolaminas, tanto en extensién como en
el motivo repetido, y también en la presencia o ausencia de
regiones degeneradas. Sin embargo, en todos los casos la
secuencia base del motivo parece basada en el mismo tetra o
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pentapéptido (PQQP o PQQPX). Algunas de las diferencias
observadas entre algunos tipos de prolaminas se pueden deber
a inserciones y/o delecciones en ?sta zona.
2. En el dominio pobre en prolina se conservan especialmente
3 regiones denominadas A, B ¥y C (Kreis et al., 1985a),
presentandose dos regiones denominadas I1 y I3 donde se
localizan la mayor parte de las diferencias.
3. Por comparacién de las secuencias de las dos zonas (rica
y pobre en prolina), 1los autores (Kreis et al., 1985a)
concluyen que la clasificacién de las prolaminas ricas en
azufre de las Triticeae se puede hacer considerando las
secuencias del dominio rico en prolina, particularmente las
regiones intermedias. Basandose en este criterio, dividen
este grupo de prolaminas en 3 subgrupos:

a. Las B hordeinas, gliadinas agregadas y las ¥-gliadinas.
descritas por Bartels y Thompson (Bartels y Thompson,
1983) y Okita (Okita, 1984). Comparando los dominios
pobres en prolina se encuentra elevada homologia y
contiene 7 cisteinas.

b. la ¥ - gliadina de Scheets y col. (Scheets et al., 1985)
y las ¥ -secalinas. Estas proteinas presentan una
homologia del 70 al 75 % a lo largo del dominio pobre
en prolina que contiene 9 cisteinas. Se ha propuesto
(Shewry y Miflin, 1985) que estas corresponden a las
prolaminas ricas en S ancestrales codificadas en el

~cromosoma 1. Sus secuencias N-terminales son las de
tipo ¥/ ¥ =~ gliadina (Bietz et al., 1977; Autran et
al., 1979).

c. Los tipos A y a-gliadinas estan mas alejados de los
grupos anteriores aunque son homologos entre si. Ambos
tienen secuencias N-terminales de tipo a como han sido
descritas por Bietz y col. (Bietz et al., 1977) y
Autran y col. (Autran et al., 1979). La divergencia
descrita puede deberse a la translocacién de sus genes

estructurales del cromosoma 1 al 6 tal y como ha
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descrito Shepherd (Shepherd, 1968).

1.4.1.2. Prolaminas pobres en azufre

Se caracterizan por carecer de aminoacidos azufrados, una
gran proporcion de glutamina y prolina y un contenido superior de
fenilalanina superior al de otras prolaminas, Estos tres
aminoacidos llegan a representar hasta un 80% del total, en
proporciones 4 : 3 : 1. Las prolaminas pobres en azufre se
localizan casi exclusivamente en la fraccién de prolaminas I y
forman alrededor del 10-20 % de 1las prolaminas totales en

condiciones normales de crecimiento.

En el trigo, este conjunto de proteinas se han denominado w-
gliadinas. Han sido descritas tres secuencias N-terminales
diferentes, aunque relacionadas. En el centeno, se han denominado
C-secalinas (Charbonnier et al., 1981) o bien w-secalinas
(Kasarda et al., 1983), ¥ en la cebada C-hordeinas. Llas
prolaminas pobres en azufre de las diversas especies tienen
composiciones de aminoacidos similares y varian en sus pesos
moleculares desde 45000 a 80000, determinados por SDS-PAGE
(Shewry y Miflin, 1985).

Aunque se han purificado y caracterizado un cierto nimero de
w-gliadinas, s6lo se conocen en la actualidad unas pocas
secuencias N-terminales., Kasarda y col. (Kasarda et al., 1983)
reconoce tres tipos basicos que ha denominado ARQ, KEL y SRL,
sobre la base de los tres primeros aminodcidos de la secuencia N-

terminal.

El tipo ARQ se ha r"elacionado con las prolaminas pobres en
azufre ancestrales pues s8e han descrito variantes en las C
hordeinas, w -secalinas ¥y w -gliadinas de +trigo diploide,
tetraploide y hexaploide. lLos tipos KEL y SRL difieren del
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anterior en la presencia de una deleccion o de sustituciones
extensas que comprenden los 8 primeros residuos. A pesar de que
los primeros 9 residuos son muy variables, se conservan bien los
residuos siguientes (10 a 13). El' tipo SRL de secuencia es
caracteristico de un grupo de o-gliadinas que estan codificadas
por el cromosoma 1B y difieren de los otros tipos de prolaminas
pobres en azufre en su superior contenido de glutamina

(alrededor de 50 %) y menor contenido de prolina (20 %).

La caracteristica estructural mas interesante de las
secuencias N-terminales es la presencia de bloques repetitivos de
cinco residuos que se inician en el residuo 14 en el tipo ARQ ¥
que se repiten al menos 3 veces. Se describen diferentes

pentapéptidos aunque el mas comin es PQQPY.

A partir de las secuencias parciales de clones cDNA (Forde
et al, 1985a; Tatham et al., 1985), se ha derivado 1la secuencia
del extremo .C-terminal, que presenta una cola de seis residuos
(TIWSMV-COOH) precedida por una serie de octapéptidos repetidos
(motivo consenso : PQQPFPQQ). Dado que 1la composicion de
aminodcidos en el octapéptido es similar al de 1la proteina
completa, se postuld que dicho motivo podia extenderse a la mayor

parte de aquella.

La presencia de una estructura repetitiva en estas
prolaminas, asi como en las prolaminas ricas en S, hace pensar en
la existencia de una relacién entre ellas. Esta posibilidad
vendria apoyada, ademas, por las homologias que describe Kasarda
y col. (Kasarda et al., 1984a) entre los primeros 20 residuos N-

terminales de una w-gliadina de Triticum monococcum y una a-

gliadina de Triticum aestivum. En este caso se observan 8 cambios

que pueden resultar de tan solo 8 mutaciones puntuales en el DNA
gendmico. Los pentapéptidos N-terminales de las prolaminas pobres
en azufre (PQQPY) son similares a los tetra (PQQP) y penta
(PQQPX) péptidos que se proponen como las unidades basicas
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estrucutrales de las prolaminas ricas en S. Asimismo el
octapéptido motivo de C-hordeinas (PQQPFPQR) se encuentra también
en ¥Y-gliadinas y se encuentran octa y heptapéptidos relacionados
en todas las otras prolaminas ricas en azufre, con la excepcidn

de las A gliadinas.

1.4.1.3. Prolaminas de alto peso molecular

Este grupo se caracteriza por un contenido en glicina
particularmente alto, asi como por un contenido menor en prolina
y fenilalanina que las otras prolaminas. Su cantidad varia desde
el 2 % en cebada al 10 % en el maiz de las prolaminas totales de
la semilla. Sus componentes se encuentran casi exclusivamente
formando agregados estabilizados por medio de puentes disulfuro ¥
se extraen en la fraccidon de prolaminas II. En la cebada a este
grupo se le ha denominado D-hordeinas, y se presentan como una
banda tYnica en SDS-PAGE de aproximadamente 105000 (Shewry ¥
Miflin, 1982). En el trigo se han denominado gluteninas de alto
peso molecular ("HMW glutenin") y se separan en 4 - 5 bandas por
electroforesis en SDS-PAGE con pesos moleculares aparentes entre
95000 ¥ 145000 (Payne et al., 1980). En el centeno homocigoto se
diferencian una a dos bandas de secalinas de alto peso molecular
con movilidades en geles de acrilamida-SDS similares a las
equivalentes del trigo (Shewry et al., 1983b).

No se conocen las secuencias de aminoécidos de las D
hordeinas ni de las HMW secalinas. Sin embargo, se han descrito
hibridaciones cruzadas de clones cDNA de subunidades de gliadinas
de alto peso molecular del trigo (Forde et al, 1983)., indicando
un alto grado de homologja estructural.

Se han purificado diferentes subunidades (Shewry et al.,
1984b), asi como clones cDNA parciales (Forde et al., 1983;
Thompson et al., 1983) y clones gendmicos completos (Forde et
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al., 1985a). La secuencia nucleotidica de este Ultimo presenta
una pauta de lectura abierta que predice una proteina de peco
molecular 37000. La secuencia de aminoacidos es homologa a la
descrita como extremo N-terminal previ;mente. Sin embargo, en el
clon genémico descrito se observé que inmediatamente después del
codon de paro sigue una pauta de lectura abierta que traducida da
una secuencia de aminoacidos hombloga a la descrita previamente
como C-terminal. Debido a que no se habia encontrado nunca una
subunidad de 37000 como peso molecular se concluyd que se trataba
de un pseudogén, que no se expresa, posiblemente formado por una
mutacion de un gen funcional que ha generado la aparicién de un
coddén de paro en la secuencia codificante. Si se ignora el codon
de paro la secuencia corresponderia a una proteina de 64000, mas
acorde con los datos de peso molecular aparente determinados por
ultracentrifugacién en gradiente (Field et al., 1982; Shewry et
al., 1984b). Es de destacar que una parte muy importante de la
proteina (75%) presenta una estructura repetitiva, con repetidos

de diferentes longitudes.

1.4.1.4 Relaciones de las prolaminas de Triticeae

con otras proteinas de reserva

A pesar de que los diversos grupos de prolaminas presentan
diversas estructuras tienen algunos elementos en comin,
fundamentalmente el hecho de que tengan al menos dos dominios no
relacionados, uno de los cuales esta formado por bloques
repetidos de aminoacidos. Debido a esta estructura repetitiva y a
su distribucién restringida, se ha sugerido (Kasarda, 1980) que
los genes de las prolaminas tienen un origen evolutivo reciente.
Si esto fuera cierto, su alto grado de polimorfismo implicaria
que forman uno de los grupos de proteinas conocidos con una

evolucidén mAs rapida.

Kreis y col. (Kreis et al., 1985b) describen la existencia

20 introduccidén




de homologias entre los diferentes grupos de prolaminas ¥y los

inhibidores de tripsina y de a-amilasa de cereales y las

proteinas 2S del nabo (Brassica napus L.) y del ricino (Ricinus
comunis). Estos resultados sugieren que los genes para las

proteinas de reserva tienen un origen dual. En primer lugar, de
un gen ancestral presente en el predecesor de mono Yy
dicotiledoneas, y, en segundo lugar, de una serie de repetidos
mas recientes. Esta hipdtesis permitiria explicar el origen
evolutivo de algunas proteinas que presentan bastante divergencia
en estructura y funcién respecto a las prolaminas (figura 1.1).
Segin estos autores, todas estas proteinas formarian parte de una
superfamilia de proteinas con una homologia de secuencia limitada
(por debajo del 50 % en algunos casos). Estas proteinas,
confinadas a la semilla aparecen en algunos grupos de
angiospermas (mono y dicotileddneas) que han estado divergiendo
alrededor de 200 millones de anos (Ramshaw et al., 1972). El gen
predecesor de todos los miembros de la superfamilia seria,
probablemente, wun inhibidor de proteasas con un uUnico dominio
estructural. Un esquema global del proceso propuesto por Kreis y
col. se presenta en la figura 1.1.

1.4.1.5 Organizacion gendmica de las prolaminas del trigo

Se han localizado los loci cromosdmicos de un buen nimero de
polipéptidos extraidos en la fraccién prolaminas en las
Triticeae. Esto se debe a la gran variabilidad en los patrones de
bandas electroforéticas entire las distintas variedades. Los tres
cereales mAs estudiados (trigo, arroz y cebada) presentan
diferencias en su ploidia y posibilidades de autofecundacién : la
cebada es una especie dioica diploide (7 cromosomas), el arroz es
monoico diploide (7 cromosomas ) y el trigo es dioico
alohexaploide (3 dotaciones de 7 cromosomas, genomas A,B y D).
Las homologias de los cromosomas entre la cebada y el trigo-arroz
se han establecido : 7/1, 2/2, 3/3, 4/4, 5/1, 6/6 ¥y T/5 (Kreis et
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al, 1983), y esto simplifica la comprensién de los mapas

genéticos establecidos.

Figura 1.1 : Esquema de la hipotesis de generacidn de los genes
de prolaminas de las Triticeae (tomada de Kreis et al.,
1985b). Los fendmenos mayores implicados :

1. duplicacién de la proteina ancestral (X) generando una
proteina con dos dominios idénticos.

2. divergencia de esta secuencia para dar lugar a las
proteinas del grupo de los inhibidores de proteasas Bowman-
Birk, por ejemplo en cebada {(Joubert, 1984).

3. Triplicacion de la proteina ancestral (X) formandose una
proteina con 3 dominios idénticos que divergiran dando lugar
a las regiones A, B y C.

4, Introduccion de un punto de corte entre las regiones Ay
B para formar las subunidades de las proteinas 2S de ricino
(Ricinus communis) y soja (Glicine soja).

5. Divergencia de 1la secuencia, apareciendo los genes
ancestrales de los inhibidores de a-amilasas y de tripsina,
asi como de proteinas relacionadas.

6. Insercién de secuencias entre las regiones A, By C para
generar la proteina ancestral de la regién pobre en prolina
de las prolaminas,

7. Insercién de un dominio repetitivo N-terminal, aparicién
de las prolaminas ricas en azufre.

8. Pérdida de la mayor parte del dominio pobre en prolina,
aparicion de las prolaminas pobres en azufre.

9. insercién de un dominio repetitivo anterior a 1la zona C,
aparicion de las prolaminas de alto peso molecular.
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A partir de los estudios de gran cantidad de cruces (Payne
et al., 1982a; 1984; Shewry y Miflin, 1982; 1985; Shewry et al.,
1984) se ha localizado 1la posicidén de los loci génicos tal como
se resumen en la Tabla 1.2 (para revisién ver Kreis et al.,
1985a). Todos los loci conocidos se agrupan en unos pocos puntos

del genoma que contienen miltiples genes.

1.4.1.6 Aspectos de la organizacidn estructural

de los genes de prolaminas

Se han aislado varios clones cDNA ¥y gendmicos codificantes
para prolaminas en Triticeae. Sin embargo, en ningin caso se han
observado clones cDNA de secuencia idéntica a su correspondiente
genomico. En cualquier caso, si se comparan las secuencias, se
observa una clara homologia entre ellos. A partir de estas
comparaciones se concluye que no se ha observado ningin gen que

contenga intrones.

Kreis y col. (Kreis et al., 1985a) describe un estudio del
uso de codones en los diferentes clones descritos en aquel
momento para prolaminas ricas en azufre. A partir de este estudio

se derivan las siguientes observaciones :

1. No hay evidencia de una abundancia especial de codones que
contengan el dinucledtido CG, a diferencia de lo descrito
para otros genes de plantas.

2. Hay una fuerte preferencia por el codén CCA para la prolina
(68%), una desviacion no descrita en otros genes de plantas
ni de animales, a excepcién del gen de gliadinas de alto
peso molecular (Forde et al., 1985c).

3. Como ya se ha descrito en otros genes de plantas hay una
fuerte preferencia por el codén CAA de la glutamina (72%)
mientras que el codon CAG es el preferido en genes de

animales.
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4. Si se analizan los datos separando los que proceden de las
regiones ricas en prolina de las pobres en prolina, se
observa una preferencia superior por el uso del codén CAA en
la primera que en la segunda zona (79 % frente a 66 %).

5. Otra propiedad especifica de las regiones ricas en prolina es
la fuerte preferencia por el uso del codén UUU para
fenilalanina (lo contrario a lo que se observa en el dominio
pobre en prolina y en otros genes de animales y plantas).

6. En el gen de HMW gliadina se :o0bserva una.. utilizacidn
preferencial de uno u otro coddn en diferentes posiciones de
las secuencias consenso de los repetidos. La significacidn
funcional de estas observaciones no es evidente, aunque es
posible que refleje simplemente la situacién en los

repetidos prototipo antes de que se amplificaran.

Cada vez mas hay una fuerte evidencia de que la expresién
génica estda controlada, al menos parcialmente por la interaccidn
entre moléculas reguladoras (probablemente moléculas que
interaccionan especificamente con el DNA) y cortas secuencias
presentes en las regiones flanqueantes a 5’ de los genes
(Davidson et al., 1983; Rendelhuber, 1984). El modelo de Britten
¥ Davidson para la induccidén coordinada de genes no ligados
predice que las secuencias flanqueantes a estos genes deben
presentar cortas secuencias conservadas (Britten ¥y Davidson,
1969). Forde y col. (Forde et al., 1985a)h- describen una
comparacion de las regiones 5' de las gliadinas A(a) y las B
hordeinas con 1los genes de las dos clases mayoritarias de zeinas

del maiz.

Las A(a)-gliadinas y las B-hordeinas se consideran dos de
las mas alejadas entre las prolaminas ricas en azufre y se
encuentra s86lo una homologia limitada entre sus regiones
flanqueantes 5'., A pesar de ello, se encuentran una serie de
cortas regiones de sBecuencia conservada en una zona hasta -600

desde el coddn de inicio (ATG). La primera zona, entre -100 y-
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30, presenta conservacion de 18 de los 19 residuos y comprende la
secuencia TATAAATA, secuencia consenso de la "TATA box"
eucariota, conservada en la misma posicion aproximada en genes de
plantas {Messing et al., 1983) ¥y de animales (Benoist et al.,
1980). La siguiente regién de homologia se localiza alrededor de
-300 y tiene una longitud de 34 residuos. De ellos 29 estéan
conservados, incluyendo un bloque de 15 seguidos con la secuencia
TGTAAAGTGAATAAG. La tercera region de homologia se localiza
alrededor de -500 y es un repetido imperfecto de la anterior.

Se han descrito otras secuencias conservadas localizadas a
5' de genes que presentan expresién coordinada en plantas
{Schoffl et al., 1984; Mauro et al., 1985; Dennis et al., 1985)
pero no estan presentes en las secuencias 5’ de los genes de
prolaminas conocidos.

Si se comparan las secuencias 3’ no traducidas de una serie
de clones cDNA, se observa que las A-gliadinas y V- secalinas
estan tan relacionadas con las C-hordeinas como con cualquier
otro tipo de prolaminas ricas en azufre. Las secuencias 3’ de las
C hordeinas presentan asimismo la misma homologia con las A-
gliadinas y ¥ - secalinas que con las demis prolaminas ricas en
azufre. Esto podria indicar que las prolaminas pobres en azufre
llevan el mismo tiempo divergiendo de las prolaminas ricas en
azufre como cada una de las subclases de éstas ultimas lo lleva
haciendo entre si (Kreis et al., 1985a). Esta suposicién supone,
sin embargo, que la tasa de mutacién en los diferentes genes es
similar y que los mecanismos, tales como la convergencia génica
no actuan preferentemente para mantener la homologia de secuencia

entre genes estrechamente ligados.

En las secuencias 3’ de los genes conocidos para las
prolaminas se encuentran al menos dos copias de una secuencia que
se ha descrito como la consenso para la senal de poliadenilacién
AATAAA (Proudfout y Brownlee, 1976). En el caso de las
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prolaminas, como en otros genes de plantas (Lycett et el., 1983)
la secuencia mas convencional se encuentra a unos 80 nucledtidos
de la cola poli(A). En la posiciéon en que se encuentran
frecuentemente las senales de poliadenilacién para 1los genes
animales (a 25 nucle6tidos de la cola poli(A)) se suele encontrar
una secuencia compuesta relacionada con la consenso para la senal
de poliadenilacién. En el gen de B-hordeinas (Forde et al.,
1985b) por ejemplo la secuencia es AATAAAATATAAATAAA y secuencias
similares se localizan en los mRNAs de gliadinas agregadas
(Okita, 1985). El punto preciso de adicién de 1la cola poli(A)
varia entre los diferentes genes de prolaminas, en ocasiones aun
entre genes que son casi idénticos en sus regiones 3’ no
traducidas. Por ejemplo, para las A-gliadinas se han descrito
diferencias de s6lo unos pocos nucleotidos entre los puntos de
poliadenilacidn estrechamente relacionados del cDNA (Rafalski et
al., 1984). En el caso de las gliadinas de alto peso molecular
(Forde et al., 1983) las diferencias :entre los puntos de
poliadenilacion entre dos c¢DNAs  estrechamente relacionados
resulto ser superior a 30 nucledtidos y puede implicar el uso de
senales alternativas de poliadenilacion. Es posible, aunque no se
ha demostrado para estos genes, que los transcritos pera un mismo
gen de prolaminas puedan ser poliadenilados en dos o més puntos

alternativos, generando transcritos heterogéneos en longitud.

1.4.2 PROLAMINAS DEL MAIZ

En el maiz las proteinas de reserva mayoritarias son de
naturaleza prolamina. Posteriormente se consideraron también como
proteinas de reserva una fraccién de proteinas que se aislaba

Junto con las denominadas glutelinas.
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1.4.2.1 Zeinas clasicas

Denominadas clasicamente zeinas, las prolaminas del maiz son
las proteinas de reserva mayoritarias en el endospermo
representando el 50-60% de 1la proteina total de este tejido
(Salamini ¥ Soave, 1982). Estos polipéptidos son sintetizados en
polisomas ligados a membranas como preproteinas que contienen un
péptido senal de wunos 20 AA de longitud y que, después del
procesamiento, se depositan en engrosamientos del reticulo
endoplasmatico a partir de 1los cuales se forman los cuerpos
proteicos (Khoo y Wolf, 1970; Burr y Burr, 1976; Burr et al.,
1978; Larkins y Hurkman, 1978; Burr y Burr, 1981). Presentan
propiedades en comin con las prolaminas de Triticeae, aunque
difieren en algunos aspectos (Wilson, 1983; Shewry y Miflin,
1985). Las diferencias mas notables son los pesos moleculares’
aparentes (menores de 25000) ¥ su superior contenido en leucina
(10 a 20 %), alanina (10 - 11 %) ¥ menores contenidos en
glutamina y prolina. Son similares a las prolaminas del mijo

{Eleusine caracana) y del sorgo (Sorghum bicolor), aunque se

dispone de poca informacidén al respecto.

La fraccién de zeinas se puede separar por electroforesis en
geles de acrilamida-SDS en seis componentes de distinto peso
molecular aparente (Soave et al., 1976) : 22-21 kD (222-21), 19
kD (Z19), 16 kD (Z16), 15 kD (Z15) y 10 kD (Z10) (figura 4.5);
para las que se han propuesto diferentes nomenclaturas.
Inicialmente denominadas por su peso molecular aparente esta
nomenclatura se ha revelado considerablemente confusa. En la
fraccion de zeinas-I, extraidas con etanol al 70 %, aparecen las
proteinas mayoritarias, en dos grupos de pesos moleculares
aparentes alrededor de 22000 y 19000, que inicialmente
denominaremos Z22-21 y Z19. La fraccién de zeinas II, extraida
con etanol al 70 % en presencia de un agente reductor, contiene
las zeinas de bajo peso molecular (16, 15 y 10 kD, Z16, Z15 y Z10

respectivamente) y aquellas zeinas de alto peso molecular (Z22-21
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¥y Z19) que no habian sido solubilizadas anteriormente. En esta
fraccion (zeinas-11) se recupera parte de una fraccidén proteica,
denominada glutelina-2 (ver ap 1.4.2.2).

Las zeinas de 22-21 kD (222-21, Zd2) y de 19 kD (Z19, Zd1)
representan el 70-80 % del total de zeinas y se separan en 10 a
25 componentes mediante electroforesis en doble dimensién (Kridl
et al., 1984) . Este resultado es dependiente de la variedad de
maiz estudiada (Righetti et al., 1977). Las fracciones de 16 y 15
kD (Z16 y Z15, Zcl y Zb) por isoelectroenfoque presentan una
Unica banda mientras que la fraccién de 10 kD (Z10, Za) se separa

en 2 6 3 componentes distintos.

Las propiedades de solubilidad de las zeinas (proteinas
altamente hidrofébicas) vienen determinadas por su composicidn
aminoacidica. Las zeinas-]1 se caracterizan por tener un alto
contenido en glutamina (20 %), leucina (19 %), alanina (13 %) ¥
prolina (11 %) (ver tabla 1.3) (Ludevid et al., 1985). Por
contra, tienen un contenido bajo en 1los amincacidos bésicos
arginina e histidina, ¥ son especialmente pobres en los
aminoacidos esenciales lisina y triptdfano. Las 2zeinas de ‘bajo
peso molecular tienen una composicidn aminoacidica similar a la
de las zeinas-] pero se diferencian de ellas en que son mas ricas

en metionina, cisteina v glicina.

La heterogeneidad de carga dentro de la fraccidn de zeinas I
se ha resuelto a nivel de la secuencia de aminocacidos. La
secuenciacion directa del extremo N-terminal de estas proteinas
muestra una elevada conservacion de la secuencia en la proteina
madura (Bietz et al., 1979). La porcién central de estas
-proteinas se encuentra menos conservada y ha sido imposible la
secuenciacion directa. A partir del aislamiento de clones cDNA
correspondientes a las diferentes fracciones de zeinas (Wienand
et al., 1979; Geraghty et al., 1981; Burr et al., 1982; Geraghty
et al., 1982; Hu et al., 1982; Marks y Larkins, 1982; Pedersen et
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LEINAS-I LBINAS-II LEINAS-II GLUTBLINAS-2

AMINOACIDOS 122-21 y Ll19 Lo y 215 210 28 kD
No polares

Ala 13.3 10.0 §.0 5.2

Ile 3.8 2.0 3.1 2.0

Leu lgul gn? (] }.ola gl‘

Net 1.0 4.0 10.4 0.5

Fhe 5.8 1.0 3. 1.2

Fro 10.8 12.6 1.8 5.6

Trp -- -- -- --

Val 3.5 3.0 3.8 7.1
Folares

Asn il) (1) it {1

Cys - 0.4 3.9 n.d. 6.2

Gln (2) {2) (2) {2)

Gly 2.0 1.0 9.1 7.0

Ser 6.4 6.5 7.6 i.0

Tar 0.8 3.3 4.3 4.5

Tyr 3.3 5.4 1.8 1.5
Basicos

Arg i.0 2.0 1.4 2.1

His 1.0 1.2 2.0 7.2

Lys 0.3 9.1 i.0 Trazas
Acidos

ksp (i} (1) 11 (1)

Glu (2) {2) {2 (2)
{1} Asn+Asp 5.0 - 2.1 2.0 frasas
i2) Gln#Glu 20.5 19.0 15.3 18.1
Tabla 1.3 : Composicién aminoacidica de distintas fracciones

proteicas extraidas de endospermo de maiz de 1la variedad
doble hibrida E10 (segun Ludevid et al, 1985).
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al., 1982; Viotti et al., 1982; Heidecker y Messing, 1983; Marks
et al., 1985) se pudieron deducir las secuencias aminoacidicas
completas. La primera secuencia de aminocadcidos publicada
(Geraghty et al., 1981) revela una estructura muy repetitiva,
posteriormente observada en muchas otras proteinas de reserva. No
se han detectado homologias entre estas secuencias y las de las
prolaminas de +trigo y de cebada (Bartels y Thompson, 1983;
Rasmussen et al., 1983).

La comparacién de las secuencias deducidas de las proteinas
de 1la fraccidén =zeinas-I permite dividir la proteina en cuatro
regiones (Spena et al., 1982; Messing et al., 1983). La regidn 1
contiene el péptido senal, eliminado durante la deposicién de la
proteina en los cuerpos proteicos (Burr y Burr, 1976; 1981) de
una longitud de alrededor de 20 aminoacidos, y las regiones 2 y 4
forman los extremos N (70 a 80 aminoacidos) y C terminales (unos
10 aminoacidos), conservados. La regiéon 3 estd formada por una
repeticién en téandem de alrededor de 20 aminoadcidos, precedidos
de una serie de glutaminas. La variacién de secuencia dentro de
la estructura de los repetidos es 1la causa de la heterogeneidad
observada en los geles de isoelectroenfoque, mientras que el
nimerc de unidades repetidas determina la longitud de la
proteina. Si bien algunos de estos bloques de 20 aminodcidos saon
anotmalos, debido a que poseen delecciones o inserciones de varios
aminoacidos, las secuencias repetidas estin bastante conservadas
y es posible deducir una secuencia consenso (Geraghty et al.,
1982) : LLPFNQLAALNPAAYLRQQQ.

A partir de esta estructura basica Argos y col. (Argos et
al., 1982) propuso un modelo de empaquetamiento de la proteina
que, aunque no es concluyente, podria explicar como se ensamblan
las diferentes suhmidadés en el interior del cuerpo proteico
(ver figura 1.2).Segin este modelo la cadena peptidica de cada
secuencia repetida tendria una estructura de hélice a, que daria

lugar a una distribucion simétrica de 1los aminoacidos polares.
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Los distintos ©bloques se hallarian plegados en forma
antiparalela, dando lugar a una estructura cilindrica que
quedaria estabilizada por la interatcién existente entre los
aminoadcidos polares de estos bloques. Asimismo, la agregacion de
los distintos polipéptidosde zeinas estaria mediada por la

interaccion entre los grupos polares todavia libres. Los residuos

Figura 1.2 : Modelo de empaquetamiento de zeinas-I en el interior
del cuerpo proteico, segun hipotesis de Argos y col. (tomado
de Argos et al., 1982).

1. Disposicién de los amoniacidos que componen el blogue
repetido de zeinas-1I, si adquiere la estructura de hélice a.

2. Posibles interacciones entre aminoacidos polares de
distintos bloques repetidos dispuestos de forma antiparalela
en la molécula de zeinas-I.

3. Asociacion de los nueve ( o siete) bloques repetidos que
componen las moléculas de 2zeinas-I. Segin el modelo, esta
disposicion de los bloques da lugar a una estructura
cilindrica. La figura muestra un corte transversal de esta
estructura.

4. Asociacidn de distintas moléculas de zeinas-I mediada por
la interaccién de aminodcidos polares en los laterales de la
estructura cilindrica y por la interaccién de residuos de
glutamina (Q) en los extremos de la misma.
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de glutamina, concentrados en los extremos del cilindro, también
contribuirian al empaquetamiento de las zeinas en el interior del
cuerpo proteico. Por el momento, este modelo es hipotético, si
bien estad apoyado por observaciones de microscopia electroénica en
las que las moléculas de zeinas aparecen con forma de baston
{Larkins et al., 1984), y por mediciones de dicroismo circular en
las que se detecta la presencia de estructuras en hélice a en una

abundancia consistente con las predicciones del modelo.

Es importante destacar que la naturaleza repetitiva de la
porcion central de 1la molécula conduce a la amplificacion de
ciertos aminoacidos tales como glutamina, leucina, prolina y
alanina, resultando una proteina altamente hidrofdbica con un
elevado contenido de grupos amino facilmente accesibles lo que
podria ser una forma Optima de almacenamiento para la posterior .

germinacion.

A partir de las secuencias deducidas de los clones cDNA se
intentaron establecer relaciones y clasificaciones de los
diferentes clones. Estos estudios se basaron fundamentalmente en
técnicas de hibridacién medidas por la estabilidad térmica del
hibrido entre distintos clones, y permitieron definir una serie
de subfamilias (Parks y Lewis, 1980; Burr y Burr, 1982; Marks y
Larkins, 1982; Viotti et al., 1982). Mientras que en la fraccion
zeinas-I1 cada uno de los grupos del mismo peso molecular forma
una subfamilia, en el caso de las zeinas I la situacion es
bastante mas compleja, clasificandose proteinas relacionadas en
clases diferentes tanto en tamafno como en complejidad. Messing y
col. (Messing et al., 1983) describe una clasificacidén de las
diferentes subfamilias conocidas empleando como clones de
referencia a los denominados A20, A30, B49 y B59. Posteriormente,
Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) denominan a estas
subfamilias zlA, zl1B, z1C y z1D respectivamente. Los componentes
dentro de cada subfamilia tienen una homologia, a nivel
nucleotidico, de alrededor del 90 %. Entre las subfamilias A20 y

34 introduccién




A30 encontramos una homologia de secuencia del 80 al 90 %, ¥
entre las subfamilias A20 y B49 ésta tiene un valor aproximado de
un 65-85 %. La existencia de homologias entre los distintos genes
de zeinas-1 parece indicar que todos ellos se han originado a
partir de wuna secuencia precursora comun. Las diferencias
observadas podrian haber aparecido en la evolucidn gracias a
procesos de duplicacidn, insercidn, deleccion y substitucion, que
habrian afectado principalmente a la zona de secuencias
repetidas, ¥ que habrian respetado, sin embargo, la estructura
global de 1la proteina codificada asi como su composicién global

de aminoacidos.

Se han caracterizado diversos clones gendmicos que codifican
para las zeinas de 19, 22-21 kD (Lewis et al., 1981; Wienand et
al., 1981; Spena et al., 1982; Hu et al., 1982; Pintor-Toro et
al., 1982; Pedersen et al., 1982; Langridge y Feix, 1983; Spena
et al., 1983; Kridl et al., 1984) y para las zeinas de 15 kD
(Boston y Larkins, 1986). El analisis de estos clones mediante
técnicas de secuenciacidn del DNA, ha demostrado que los genes de
zeinas, al igual que los genes de prolaminas de Triticeae (trigo

¥ cebada), carecen de intrones.

Las zeinas-I estan codificadas por una familia de genes
compleja. E1 nimero de genes estimado depende segun los autores
entre 30 y 100 (Viotti et al., 1979; Wienand y Feix, 1980; Hagen
¥ Rubinstein, 1981; Burr y Burr, 1982, Pedersen et al., 1982;
Viotti et al., 1982). Sin embargo, no todas las secuencias que
codifican para zeinas representan genes activos. Algunas de las
copias tienen un intervalo de lectura corto, debido a que poseen
codones de terminacion bastante proximos al lugar de inicio de la
traduccion y, por estﬁ razén, han sido interpretadas como
pseudogenes (Kridl et al., 1984; Spena et al., 1983).

Heidecker y Messing (1986) estiman que la subfamilia mayor
es la correspondiente al clon A20, con alrededor de 25 miembros.
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Las subfamilias correspondientes a los clones A30 y B49 son
menores, con 20 ¥y 15 miembros aproximadamente y la
correspondiente al clon B59 es la, menor, con alrededor de 5
miembros. Estos numeros se deben considerar tan solo como
aproximaciones pues derivan del empleo de pruebas heterdlogas no
pudiendo, ademads, diferenciar genes activos de pseudogenes. Este
hecho esta en coincidencia con una estima del numero de genes
presentes por genoma haploide en unos 65, aproximadamente el
doble del nuimero total de zeinas que se han llegado a observar
por electroforesis en dos dimensiones (Hagen y Rubinstein, 1981),
lo que podria sugerir que alrededor de la mitad de los genes no
son activos en transcripcién. Los valores que se conocen de la
fraccion de =zeinas-II describen so6lo la presencia de 6 miembros

{Heidecker y Messing, 1986).

A partir del estudio de 1la herencia de 1los patrones de
bandas de isoelectroenfoque de las diferentes fracciones de
zeinas en distintas variedades del maiz, y en cruces entre éstas
se han llegado a establecer las localizaciones cromosomicas de
unos 30 loci génicos que codifican para estos polipéptidos
(Valentini et al., 1979; Soave et al., 1978; Soave y Salamini,
1983) (figura 1.3). Los genes estructurales de la fraccién zeinas
I se ha localizado sobre tres de los diez cromosomas del maiz
mediante estudios de 1ligamiento genético. Los genes de 1la
subfamilia A20 se localizan en los cromosomas 4, 7 y 10
(Valentini et al., 1979; Soave et al., 1981; 1982). La subfamilia
A30 se ha localizado sobre los cromosomas 4 y 7, cerca de los
anteriores (Valentini et al., 1979; Soave et al., 1981) y la
subfamilia B49 exclusivamente sobre el cromosoma 4 (Soave et al.,
1982). Estos resultados coinciden con los obtenidos por técnicas
de hibridacién ’in situ’ por Viotti y col. (Viotti et al., 1980;
1982). A partir de experimentos de "genomic walking" parece ser
que estos genes se encuentran agrupados en "clusters", separados
por zonas de secuencias repetidas (Spena et al., 1983; Heidecker

¥ Messing, 1986). Esta organizacién de los genes de las zeinas-I
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Figura 1.3 : Localizacién de los loci génicos conocidos de las

proteinas de reserva de maiz, zeinas. Se representan las
areas en que se localizan en los cromosomas 4,7 y 10, asi
como los 1loci reguladores opaco-2 (02), opaco-7 (07),
floury-2 (fl1-2) y endospermo defectivo B-30 (De B-30)
(tomado de Soave y Salamini, 1983).
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presenta las caracteristicas de las familias multigénicas tal
como definen Hood y col. (Hood et al., 1975). Una situacidn
similar se observa en los genes de las histonas del maiz (Stout y
Kermicle, 1979), las proteinas del corion del gusano de la seda
(Bombyx mori, Goldsmith y Basehoar, 1978) y en algunas familias
génicas de Drosophila (Spradling et al, 1973).

Esta organizacién genética es interesante desde varios
puntos de vista. En primer lugar destaca el hecho de que en cada
zona los genes no estan contiguos sino ligeramente dispersados.
Una excepcién es la triada Zp20/1, Zp20/2 y Zp20/3, un "cluster”
en el cromosoma 7 cuyos miembros estén estrictamente ligados y
los componentes polipeptidicos correspondientes estan siempre o
todos presentes o todos ausentes. Sin embargo son variados los
ejemplos de clones genomicos aislados que contienen dos o mas .
secuencias polipeptidicas de =zeinas. En segundo lugar en cada
zona coexisten polipéptidos de zeinas de diferente peso
molecular. Por ejemplo en el cromosoma 4, cerca del locus Floury-
2 (F1-2) (ver figura 1.3 ¥y tabla 1.6) se localizan genes que
codifican tanto para zeinas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2) como para
las de 19 kD (Z19, Zdl1) y las de 10 kD (210, 2Za) (Soave y
Salamini, 1984b). En tercer lugar, en la misma region cromosdmica
se localizan los loci (F12, 02, De-B30 y O7) de los genes que
controlan la tasa de acumulacién de zeinas (ver ap. 1.4.2.3).

La ofganizacién gendmica de los genes que codifican para las
proteinas de la fraccidon zeinas II estd solo determinada
parcialmente, aunque los resultados apuntan a que se encuentran
localizados en un Unico cromosoma y s6lo en mimeros de una o dos
copias (Marks et al., 1985a). Las diferentes subfracciones que se

han analizado no presentan homologia con las descritas para las

zeinas-I,

La biologia molecular de las =zeinas esta bastante bien

conocida en comparacion con otros sistemas de vegetales. Como
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referencia, Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) citan
que en la recopilacidn de secuencias de GenBank y EMBO de las 57
entradas de DNA de plantas 12 corresponden a clones cDNA o
gendmicos de zeinas. A partir de estos datos se demuestra una de
las caracteristicas de estas proteinas, pertenecen a la rara
clase de genes de organismos eucariotas que no poseen intrones
(Hu et al., 1982; Messing et al., 1983; Pedersen et al., 1982).

La organizacién repetitiva o en "cluster” de los genes de
las zeinas se presenta a dos niveles : en su organizacion
cromosomica asi como en su estructura con la repeticiodn de
secuencias de 20 aminoacidos en téandem. La amplificacidén interna
es probablemente la consecuencia de wuna duplicacién inicial
producida por un entrecruzamiento o recombinacién desigual. Un
modelo de como pudieron haberse generado los genes de las zeinas
lo describen Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986).
Estos mismos autores describen el hecho de que la organizacién en
"clusters” de los genes de zeinas ¥ su elevado nimero no seria
exclusivamente un sistema para producir gran cantidad de proteina
sino que también seria necesario para poder mantener en todo
momento un cierto nimero de genes funcionales. Para explicarlo
hacen referencia a dos aspectos caracteristicos del sistema de

las zeinas :

1. Los genes de las diferentes subfamilias de zeinas
presentan bastante heterogenidad entre si, indicando que la
variacioén entre las diferentes proteinas es tolerada por el
sistema, ¥y que los genes son viejos en términos evolutivos.
Sin embargo, dentro de una misma subfamilia se mantiene una
cierta homogeneidad sugieriendo o bien que hay una cierta
seleccion en la secuencia de las proteinas o bien que han
divergido reciente:'nente, o quizdas que hay procesos de
convergencia génica eficientes capaces de mantener la
homogeneidad (Heidecker y Messing, 1986).
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2. Los genes de zeinas presentan una elevada proporcién de
codones (32 %) que pueden mutar dando lugar a un coddn de
paro con un solo cambio. El contenido elevado de glutamina
es el responsable pues los codones CAA y CAG pueden mutar a
UAA y UAG, siendo la transicién C a U la mutacion mas
frecuente (Li, 1983), ¥ como consecuencia la frecuencia de
generacion de codones de paro en los genes de zeinas (6.8%)
es el doble de la media de muchos otros genes. Lla
introduccién de un codén de paro probablemente no limite la
sintesis del mRNA ni su traduccidn, aunque dara lugar a una
proteina de menor tamano si el codon de paro no se suprime.
La supresién de este codon es muy poco eficiente ¥
probablemente se reducira mucho la estabilidad del mRNA de
los genes mutados. De ahi que sélo se hubiese aislado un
clon de cDNA con una mutacion sin sentido, mientras que tres
de las cinco secuencias genomicas descritas hasta el ano
1986 presentaban este tipo de mutaciones. En dos de ellas se
presentaba s6lo una mutacion sin sentido, en la tercera
habia cuatro de éstas. Sin embargo en ninguno de los genes
que se han descrito se presentan mutaciones que incorporen
aminoacidos no caracteristicos de las zeinas, inserciones o
delecciones como es propio de otros pseudogenes descritos.
Es decir, parece como si los genes inactivados permanecieran
sujetos a las mismas presiones selectivas (Heidecker y
Messing, 1986).

La recombinacion o entrecruzamiento desigual y la
convergencia génica son mecanismos que podrian explicar estas
peculiaridades. No pueden eliminar completamente la presencia de
codones de paro pero pueden proveer de los medios para mantener
relativamente constantes la relacién entre los genes activos y
los inactivos, eliminando la necesidad de amplificacién. Estos
procesos se han propuesto para explicar el mantenimiento de las
familias multigénicas de los genes del RNA ribosémico y de las

histonas (Smith, 1973a; Hentschel y Birnstiel, 1981) asi como de
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las secuencias del DNA satélite (Smith, 1973b). La organizacion
de los genes en "clusters" facilita la recombinacién desigual y
la convergencia génica y podria ser una caracteristica necesaria
del sistema de las zeinas. lLas histonas también precisan de una
constante comparacién de un gen con los otros, en ese caso para
mantenerlas todas iguales. A pesar de que la presién selectiva es
diferente entre ambos tipos de proteinas un aspecto de su
estructura es idéntica : no presentan intrones. Heidecker y
Messing (Heidecker y Messing, 1986) proponen que este hecho es un
reflejo de las presiones selectivas a que estan sometidos ambos
sistemas para mantener la colinealidad de genes no equivalentes
para facilitar la convergencia génica y evolucién coordinada.
Dado que las secuencias de los intrones no estan sometidas a las
mismas presiones evolutivas que las regiones codificantes podrian
acumular mutaciones tales como inserciones ¥y delecciones que
podrian interferir con la convergencia génica. Sobreimpuesto a la
amplificaciéon por recombinacién desigual. se pueden producir
transposiciones de genes unicos de zeinas, como se ha inferido de
la estructura de 1las secuencias invertidas flanqueantes a dos
secuencias genomicas (Spena et al., 1982). Sin embargo este
proceso conduciria a la aparicion de genes de zeinas no
organizados en "cluster" o genes "huérfanos” y por tanto
sensibles a inactivacién por mutacidn, y debe ser un

acontecimiento raro.

lLangridge ¥y col. (Langridge et al., 1982) purificaron RNA
total a partir de endospermo de maiz y demostraron que esta
fraccién contenia mRNAs de varios tamanos que codificaban para
zeinas-I. Estos autores sugirieron que el RNA de menor tamano
(900 nucledtidos) podria corresponder al mensajero maduro, en
tanto que el resto de RNAs (1800, 2800 y 3800 bases) podrian ser
moléculas precursoras del primero. Dado que los genes de zeinas
no tienen intrones, este resultado podria indicar que dichos
genes son transcritos a partir de promotores bastante alejados
del ATG de inicio de traduccién. Esta posibilidad fue confirmada
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por Langridge y Feix (Langridge y Feix, 1983). Estos autores
caracterizaron un clon que codifica para una zeina de 22 kD (Z22-
21, 7Zd2) y secuenciaron 1300 bases de la region 5’ flanqueante.
En esta secuencia se localizaron dos regiones promotoras
posibles, una situada en la posicion -1070 respecto al inicio de
traduccién, y la otra en la posicién -120. Experimentos de

transcripcién 'in vitro’ en oocitos de Xenopus laevis, combinados

con ensayos de mapado con endonucleasa S1 en presencia de
mensajeros extraidos del endospermo, permitieron demostrar que
ambos promotores son activos 'in vivo’ y que la transcripcion
puede ser iniciada en un total de cuatro puntos distintos. Es
probable que la sintesis de =zeinas sea controlada ’'in vivo’
activando o inhibiendo ambos promotores. Este sistema podria
formar parte de un complejo mecanismo de regulacién de la
expresion, empleado para sintetizar zeinas de una forma rapida

durante el desarrollo del endospermo.

Algunos de los mensajeros de zeinas presentan secuencias
repetidas invertidas de unas 20 bases de longitud, que estan
situadas en las regiones 5’ y 3’ no traducidas (Spena et al.,
1982). También aparecen secuencias de este tipo en algunos
mensajeros de proteinas de otras plantas: a / B gliadinas
(prolaminas de +trigo), faseolinas (globulinas 7S de alubia),
patatina (proteina de reserva de la patata) y actinas de soja. La
obtencion de artefactos de clonaje en algunos cDNAs de zeinas
demuestra que estas secuencias pueden estar apareadas (Spena et
al., 1982). De hecho, se ha observado que 1los mensajeros de
zeinas con secuencias invertidas son traducidos ’in vitro’ menos
eficientemente que aquellos otros en los que la secuencia
repetida de la regién 3’ ha sido deleccionada (Spena et al.,
1985). Por esta razon, se ha sugerido que la presencia de
secuencias invertidas en los mensajeros de zeinas podria
desempenar una funcion reguladora durante el proceso de sintesis

de estas proteinas.
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Se han caracterizado clones cDNA y genomicos que codifican
para las zeinas de bajo peso molecular (Marks et al., 1985; Prat
et al., 1985; Prat, 1986; Boston y Larkins, 1986; Kirihara et
al., 1988). La estructura primaria de la zeina de 16 kD (Z16,
Zcl) tiene una gran homologia con 1la de la glutelina de 28 kD
(G2, Zc2) (Prat, 1986; Boronat et al., 1986) (ver ap. 1.4.2.2).

La 2zeina de 15 kD (215, Zb) tiene un total de 180
aminoacidos, 20 de los cuales forman. parte de un péptido senal
situado en el extremo N-terminal de 1la proteina (Marks et al.,
1985; Pedersen et al., 1986). Esta zeina tiene una composicién de
aminoacidos similar a la de las 2zeinas-I, pero se diferencia de
ellas en que es especialmente rica en aminoacidos sulfurados
(tiene un 11.2 % de metionina y un 4.4 % de cisteina). La zeina
de 15 kD (Z15, Zb) no presenta secuencias repetidas. No se
encuentran homologias entre la estructura primaria de esta
proteina y la de 1las zeinas-I. Existen unicamente 1 6 2 copias
del gen que codifica para la zeina de 15 kD por genoma haploide.

Este gen no tiene intrones.

Se han aislado y secuenciado recientemente clones cDNA
codificantes para la zeina de 10 kD (Z10, Za) (Kirihara et al.,
1988). La proteina tienen 129 aminoacidos, y el clon cDNA
codifica, ademds, para un péptido senal de 21 aminoacidos que no
aparece en la proteina madura. Esta proteina. se, caracteriza por
su elevadisimo contenido en metionina (22.5 %). El gen de la
zeina de 10 kD (Z10, Za) esta representado 1 6 2 veces por genoma
haploide.

Cuando se emplean soluciones alcalinas en presencia de un

agente reductor 8e extrae la fraccion de glutelinas del
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endospermo, que representan el 30-35% del total de proteinas del
tejido (Osborne y Mandel, 1914). Esta fraccién ha sido menos
estudiada que la de zeinas debido a que su analisis se ve
dificultado por problemas de agregacion ¥y, también, a que esta
constituida por una mezcla compleja de proteinas. Una dificultad
adicional para este estudio ha sido ocasionada por el hecho de
que la fraccion de glutelinas, la Ultima de 1las obtenidas en el
proceso de extraccioén secuencial (Landry y Moureaux, 1970) suele

estar contaminada por proteinas no solubilizadas anteriormente.

La subfraccién de glutelinas-2 (G2) también denominada RSP
("Reduced Soluble Protein") (Vitale et al.,, 1982) constituye un
grupo de polipéptidos bien definidos que representa el 15 % del
total de proteinas del endospermo. Esta fraccién, analizada por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se separa en dos
componentes distintos : uno de 28 kD es soluble en soluciones
alcohélicas en presencia de un agente reductor y, por ello, forma
parte de la fraccién ASG ("Alcohol Soluble Glutelin"), también
denominada fraccién de zeina-II (Esen et al, 1981). La glutelina-
2 de 28 kD (G2, Zc2) se separa en un minimo de 6 componentes
distintos mediante electroforesis de doble dimensién (DiFonzo et
al., 1977). Esta proteina es muy rica en prolina (26 %), acido
glutamico (16 %) y leucina (9%) (ver tabla 1.3) (Ludevid et al.,
1985; Prat et al., 1985). Por el contrario, tiene un contenido
bajo en metionina y es especialmente pobre en Aacido aspartico,
triptofano y lisina.

Las glutelinas-2 se sintetizan en el endospermo de forma
paralela a las zeinas, entre los dias 15 y 40 después de la
polinizacion (Ludevid et al., 1984). Ambos tipos de proteinas se
acumulan en el interior del cuerpo proteico (Vitale et al., 1982)
como se ha podido demostrar por tecnicas inmmocitoquimicas
(Ludevid et al., 1984) y por aislamiento de las proteinas del

cuerpo proteico después de su fraccionamiento en gradientes de
densidad.
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Se han aislado clones de cDNA que codifican para la
glutelina de 28 kD (G2, Zc2) (Prat et al., 1985). El andlisis de
la secuencia nucleotidica correspondiente ha puesto de manifiesto
que la glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) es sintetizada con un
péptido senal de 19 aminoadcidos, que es procesado 'in vivo' ¥y no
aparece en la proteina madura (Esen et al., 1982). A partir del
estudio de la secuencia nucleotidica deducida, de 204 aminoécidos
en la proteina madura (Prat et al., 1985), se puede dividir ésta

en 5 regiones diferentes :

1. una regién N-terminal de 11 aminoacidos

2. una region constituida por 8 repeticiones del hexapéptido
PPPVHL, con una sola substitucién del aminodcido leucina por
valina en la séptima copia.

3. una regién formada por dos repeticiones, y parte de una
tercera, del octapéptido QPHP(C/S)PCQ..

4. una regidén rica en cisteina y en glutamina

5. una regién C-terminal rica en glutamina.

Fl alto . contenido en prolina debe influir de forma
importante en la conformaciéon de esta proteina, impidiendo que
adquiera estructuras tipo hélice a o hoja . Probablemente la
glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) adopta una conformacién bastante
extendida en condiciones desnaturalizantes.. (Wang y Esen, 1986).
Es posible que la gran diferencia observada entre el peso
molecular real de la proteina (21.8 kD) y el observado en geles
de poliacrilamida-SDS (28 kD) sea debido a esta conformacion.

A partir del aislamiento y secuenciacidén de clones gendmicos
que codifican para esta Proteina, glutelina~2 de 28 kD (G2, Zc2),
(Boronat et al., 1986; Gallardo et al., 1987) se ha revelado que
el gen carece de intrones. Asimismo se han identificado una serie
de secuencias de control en las regiones no codificantes a 5’ y
3’ tipo "TATA-box" y "CAAT-box", situadas en las posiciones -104
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y -141 respecto al codon de inicio de la traduccion, y secuencias
de poliadenilacién (tres). En la region 5’ no codificante se han
encontrado algunas homologias con los genes de zeinas-I. Se
interpreta que estas homologias podrian senalar secuencias
implicadas en la regulacién conjunta de ambos genes durante el

desarrollo del endospermo.

Prat y col. (Prat et al., 1985) describen la existencia de
homologias de secuencia entre la glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y
las prolaminas de trigo (Triticum) y de cebada (Hordeum).
Asimismo, los mensajeros de estas proteinas presentan algunas
caracteristicas comunes, tales como el porcentaje de C+G en la
secuencia y la distribucién de las senales de poliadenilacidn en
la regién 3' no codificante. Por el contrario, las zeinas no
tienen homologia aparente con las prolaminas de trigo y cebada.
Esto podria indicar un origen evolutivo comin para la glutelina-2
¥y las prolaminas de trigo y cebada, independiente del origen de
las zeinas. Estas ultimas habrian desplazado funcionalmente las
glutelinas-2 al convertirse en la principal familia de proteinas

de reserva del endospermo de maiz.

La funcién de reserva que se asigna a las glutelinas-2 por
su localizacion en los cuerpos proteicos se complementa con otra
posible funcioén estructural dentro de dichos organulos. Aplicando
técnicas de inmunocitoquimica para microscopia electronica
(Ludevid et al., 1984; 1988) se encuentra que las glutelinas-2 se
encuentran en la periferia del cuerpo proteico, rodeando a las
zeinas que ocupan €l lumen de estos organulos. El contenido en
cisteina bastante elevado de 1la glutelina-2 (14 residuos de un
total de 204) permitiria que se establecieran puentes disulfuro
intra e intermoleculares que podrian dar lugar a estructuras
macromoleculares en forma de red. El1 entramado de glutelinas-2
podria ayudar a mantener la estructura del cuerpo proteico. Esta
hipétesis es apoyada en evidencias experimentales. Si las
glutelinas-2 son extraidas de los cuerpos proteicos mediante
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tratamiento con un agente reductor, estos organulos, normalmente
de forma esférica o elipsoide, adquieren una forma irregular, a
la vez que su membrana queda aparentemente deteriorada (Ludevid
et al., 1984). El analisis de 1la estructura primaria de la
glutelina-2 de 28 kD también argumenta en favor de esta hipotesis
(Esen et al., 1982) : el hexapéptido (PPPVHL) que se repite 8
veces de forma casi perfecta. Se han descrito varias proteinas
estructurales con secuencias repetidas. La gran conservacioén de
la secuencia repetida en el caso de la glutelina-2 de 28 kD (G2,
Zc2) podria indicar que desempeha un importante pepel en relacién

a la estructura y/o funcién de la proteina.

En el 1laboratorio Ludevid y col. (lLudevid et al., 1984)
preparando anticuerpos policlonales contra la proteina glutelina-
2 de 28 kD (G2, Zc2) observaron que presentaba reaccién cruzada,
presencia de antigenos comunes, con la zeina de 16 kD (Z16, Zcl).
El analisis de la secuencia de aminoacidos deducida de un clon de
cDNA (Prat, 1986) confirmmo la existencia de homologia importante
entre los dos polipéptidos. La proteina codificada en este cDNA
comienza con un péptido de 19 aminoadcidos cuya secuencia es muy
similar a la del péptido senal de la glutelina-2 de 28 kD (G2,
Zc2). Es muy probable que este segmento inicial actie también
como péptido senal y que la zeina de 16 kD (216, Zcl) sea
procesada 'in vivo'. La estructura primaria del resto de la zeina
de 16 kD (Z16, Zcl) puede dividirse en tres.regiones. La region
N-terminal, tiene una secuencia casi identica a la region 1 de la
glutelina-2. La region C-terminal, correspondiente a las regiones
4 y 5 de la glutelina-2, también estéan muy conservadas. La region
central de la zeina de 16 kD (Z16, Zcl) equivaldria a las
regiones 2 y 3 de la glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2), ¥y en ésta
estan practicamente ausentes las secuencias repetidas, razon por
la cual esta proteina es'de menor tamano (ver fig. 3.17). El
tamafio de la proteina, 164 aminodcidos sin incluir el péptido
sefial, determina un peso molecular real de 17.8 kD, siendo el
peso molecular aparente en geles de poliacrilamida-SDS de 16 kD,
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menor, al contrario de lo que ocurre en el caso de la glutelina-2
de 28 kD (G2, Zc2). De ello se podria deducir que la presencia de

regiones repetidas ricas en prolina ep la glutelina-2 de 28 kD

(Gz,

Zc2) (ausentes en la 2zeina de 16 kD) afecta de modo

importante a la conformacién de la proteina y, consecuentemente,

a su migracion electroforética.

1.4.2.3 Regulacion de la expresion de los

- genes de proteinas de reserva en el maiz

La regulacion de la transcripcion de las zeinas presenta

tres aspectos interesantes :

1 La transcripcion es especifica de un tejido,
produciendose unicamente en el endospermo. Se ha demostrado
(Sanchez-Martinez et al., 1987) la ausencia de sintesis de
proteinas de reserva en el embrién de maiz. Existe un
periodo en el desarrollo de la semilla en el cual se produce
la sintesis de las zeinas, entre los dias 10 y 50 después de
la polinizacién, con un maximo alrededor del dia 35 que
puede variar ligeramente entre las diferentes subfamilias
{Ingle et al., 1965; Marks et al., 1985b). La sintesis tiene
lugar exclusivamente en 1la parte interior del endospermo.
Durante el mAximo de produccién hasta el 85 % de los
ribosomas totales de la célula se encuentran asociados con

los cuerpos proteicos (Viotti et al., 1975).

2. El nivel de mRNA es modulado durante el desarrollo del
endospermo y se correlaciona con un incremento espectacular
del contenido de DNA en el nicleo (Kowles y Phillips, 1985).

3. Cualquier cambio que se produzca en el genoma no debe ser
necesariamente reversible, a diferencia de la regulacién de

muchos otros genes, puesto que las células del endospermo
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son terminales, en contraste con las del embrién.

El estudio de las senales reguladoras en 1los genes de
plantas se inicié a partir de los resultados obtenidos en los
genes de animales y de virus que se desarrollan sobre éstos. La
determinacidén de dos secuencias del virus del mosaico de la
coliflor (Frank et al., 1980; Gardner et al., 1981) que se
expresan en el nucleo vegetal han supuesto una importante
contribucién al conocimiento de la.regulacion del los genes en
plantas. También, ha sido importante el estudio de las familias
multigénicas. Los patrones de divergencia y conservacién de los
diferentes miembros de la familia aportan informacién acerca del
funcionamiento de la familia completa, y de los genes en general.
Rasgos esenciales a todos los miembros de la familia se conservan

en cada uno de ellos, presentando divergencia las secuencias no

esenciales. Asimismo pequefias variaciones en las secuencias
conservadas pueden permitir elucidar el modo en que operan los
distintos mecanismos. A pesar del numero limitado de cambios
posibles en las secuencias de las poblaciones naturales
suministran informacidén valiosa para disehar los experimentos de
mutagénesis que permitirian comprobar las hipbtesis sobre la

regulacién.

Sobre las secuencias flanqueantes en la region 5’ de los
genes de zeinas se conocia poco en el momento en que se inicid el
trabajo que se describe en esta memoria (1985). Fundamentalmente
se restringia a la comparacién de las zonas flanqueantes 5’ de

los clones cDNA, y a los pocos clones gendmicos descritos.

1.4.2.3.1 E?egulacién transcripcional

El primer requerimiento para la expresion de un gen
determinado es que se encuentre en estado "activo". Esta

activacion depende de factores como la estructura de la cromatina
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v el nivel de metilacidén de su DNA. El DNA de los genes que se
transcriben activamente en un determinado tejido esta menos
protegido por el complejo nucleosomal, algo que se deduce por su
sensibilidad preferencial a nucleasas, El grado de metilacion
parece ser también un factor que acompana a la expresion de un
gen, observandose, en general, que genes Qque no sSe expresan

presentan un alto grado de metilacion.

La transcripcién de un gen activado se puede controlar en la
etapa de iniciacién de la transcripcién, por la interaccién de la
RNA polimerasa con su promotor, en secuencias especificas
mediatizada o no por proteinas de funcién reguladora. Tanto en
vegetales como en animales se han identificado secuencias muy
conservadas en el DNA, localizadas préximas al gen en la region
5’ no codificante. Estas secuencias que se han denominado "TATA
box" y "CAAT box" son reconocidas por la RNA polimerasa para el
inicio de la transcripcién. La secuencia consenso para la "TATA
box" ¥ su regién circundante obtenida del anédlisis de 79
secuencias de genes de plantas (Joshi, 1987) es TCACTATATATAG,
aunque se observan diferencias con la secuencia consenso derivada
de los genes de proteinas de reserva de cereales (12 secuencias
analizadas) que es TAACTATAAATAG. Estos cambios en las secuencias
consenso en diferentes tipos de genes pueden reflejar una
diferente capacidad de respuesta a diferentes estimulos. Un
ejemplo de lo anterior corresponde al trabajo de Keith y Chua
(Keith y Chua, 1986) que describen el hecho de que el promotor de
la subunidad pequena de la ribulosa di-fosfato carboxilasa en
trigo no puede transcribir de modo eficiente en un entorno
celular de dicotlileddoneas, mientras que el promotor de la
subunidad pequena de la ribulosa difosfato carboxilasa de
guisante lo hace muy eficientemente. En este caso se observan
claras diferencias en las regiones flanqueantes a las respectivas
"TATA box".

Respecto a la secuencia consenso para el lugar de inicio de
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la transcripcion en los eucariotas, Breatnach y Chambon
(Breatnach y Chambon, 1981) proponen PyAPyPy. En plantas se ha
descrito la secuencia consenso CTCATCA, presentindose, como en el
caso de la "TATA box", variaciones como por ejemplo para los
genes de las proteinas de reserva de los cereales : ATCATCA
(Joshi, 1987). Las secuencias '"leader" (transcritas y no
traducidas), de una longitud entre 40 y 80 nucleétidos son
regiones muy ricas en A + T, hecho que apoya la hipétesis del
"mecanismo de scanning" (Kozak,1981b) segin el cual se formarian
de este modo estructuras secundarias mAs labiles, que no
impedirian el reconocimiento por la RNA polimerasa.

1.4.2.3.2 Regulacion traduccional.

Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) describen en
la regién 5’ de los clones cDNA de zeinas la presencia de una
secuencia de 11 nucledtidos que se repite hasta 4 veces. Proponen
que estos repetidos podrian explicar la eficiencia con la que los
mRNAs de 2zeinas se traducen facilitando el reclutamiento de
ribosomas totales o de una fraccidén especifica, como por ejemplo

los ligados a membranas.

El codén de inicio en las zeinas en todos los casos es el
primer triplete AUG sobre el mRNA tal y como describe Kozak
(Kozak, 1981a; 1981b; 1984), y 20 a 21 codones por delante del
inicio de 1la secuencia de la proteina madura, .lo cual esta de
acuerdo con el hecho de la existencia de precursores con un peso
molecular 2500 superior (Burr y Burr, 1981). A partir de las
secuencias 5’ flanqueantes de todos los clones de zeinas
descritos (ver tabla 1.4) se ha obtenido la secuencia consenso
flanqueante al inicio de traduccién PuCAAPyANPyNUANCAACAAUGGCN.
Obviamente seria de esperar un grado Superior de homologia entre
los miembros de wuna familia multigénica que entre genes no

relacionados. Las diferencias son pequefias entre las subfamilias,
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CLOM TIPO SBCUBNCIA REFBRENCIA

N1 genonico GCAACTTCCTAACAACAATGGCT Eridl et al, 1984

1Al gendaico GCAACGACCTAACAACAATGGCT Spenaetal, 1982

222.1 cDMA GCAACGACCTAACAACAATGGCT |Marks et al, 1982

722.3  cDNA CAACCTAACAACAATGGCT |Marksetal, 1982

22241 cDNA GCAACGACCTAACACCAATGGCT |HMarks et al, 1985

piL1  gendmico GCAACGACCTAACAACAATGGCT Langridge y Feix, 1983

pcHl  cDNA GCAACGACTTAACAACAATGGCT Spena et al, 1982

N4 gendmico ACAATATTGTACCAATAATGGCA Huetal., 1982

L1981  cDNA ACAATAGTGTACCAACAATGGCA Marks et al, 1985

2633 gendmico ACAATATTGTACCAATAATGGCA Pedersen et al, 1982

719.1  cDNA ACAATATTGCTACCAATAATGGCA Pedersen et al, 1982

267 cDNA ACAATAGTGTACCAACAATGGCA Heidecker y Messing, 1983

ZG124  cDNA ACAATAGTGTACCAACAATGGCA Heidecker y Hessing, 1983

IB1$  gendmico ACAATAGTGTYACCAACAATGCGCA Spena et al, 1983

ZB15  gendmico GCAATAGTGTAGCAACAATGGCA pena et al, 1983

21901 cDNA GCAACATCTTAGCACCAATGGCA |Marks et ai, 198

A20 cDNA GCAACAACAGAGCAACAATGGC G Geraghty et al, 1982

IG14  cDNA GCAACAATAGAGCAACAATGGCG en prep.

2615 - cDNA GCAACAATAGAGCAACAATGGCD en prep.

L1902  cDNA GCAACAATAGAGCAACAATGGCG Ceraghty et al, 1982

218C1  cDNA GCAACAACAGAGUAACAATGGCG Geraghty et al, 1982
CONSenso PuCAAPYANPYN TANCAACAATGGCN

Tabla 1.4 : Secuencias de inicio de traduccién, y =zona
flanqueante de 1los genes de 2zeinas. Las zonas 5’ no
traducidas de los genes de zeinas se han agrupado en tres
categorias, definidas por el segundo codén de la secuencia
traducida, que en todos los casos corresponde a alanina,
pero que puede ser GCT, GCA y GCG (tomada de Heidecker y
Messing, 1986).
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sin embargo en las posiciones -6, -9 ¥y -11 cada subfamilia
muestra diferentes nucledtidos casi exclusivamente. Esto puede
deberse a que estas posiciones no Jjuegan ningun papel en el
mecanismo de reconocimiento del inicio de traduccidén o bien a que
hay diferentes sefiales para cada subfamilia, y no se dispone de
informacion sobre la eficiencias de traduccién de cada
subfamiliade mRNA de zeinas como para diferenciar entre ambas.
Asimismo se desconoce si la conservacion de posiciones alejadas
como =16 es resultado de una conservacién de la secuencia
restringida a la familia multigénica o bien es caracteristico de
la secuencia de reconocimiento. Si comparamos con las secuencias
flanqueantes de otros genes de plantas y eucariotas en general,
asi como con las secuencias descritas por Kozak (Kozak, 1984) la
secuencia consenso de inciacién es mucho menos severa :
NNNNANA/UNU/AANNNN  ANNAUGCU, lo que demuestra unos diferentes
requerimientos de secuencia entre animales y plantas. Resultados
de unién de oligonucleodtidos sintéticos a ribosomas de germen de
trigo (Kozak, 1981) apoyan los requerimientos observados en la

secuencia consenso de inicio de traduccidén en plantas.

Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) describen
una preferencia por G en la posicién +4 y de C en la posicion +5
de los genes de plantas, lo que conduce a que las mayor parte de
los genes estudiados se incien con el dipéptido metionina-
alanina. Este hecho fue observado también en 1los genes de
animales aunque es menos pronunciado (20 %). La frecuencia del
dinucleétido GC en genes de plantas y animales es el producto de
las frecuencias de los nucledtidos sencillos. Posiblemente la
eficiencia y estabilidad con la que el segundo tRNA puede unirse
al complejo de traduccién es importante para la asociacién con la
subunidad 60S del ribosoma, ¥y de este modo podria influir en la
iniciacién y en la eficiencia de traduccién. La constante de
unién del segundo tRNA sera dependiente de la composicidn del
coddn y de la concentracién del tRNA en la célula. Es de interes
sefialar que el segundo codén en los genes de zeinas, que en todos
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los casos codificaba para alanina, varia en su tercera posicidn
para cada una de las subfamilias. La accesibilidad de cada uno de
los distintos tRNA durante el desarrollo podria influir en la

expresion de las distintas subfamilias de zeinas.

1.4.2.3.3 Senales de poliadenilacion

Las sehales de poliadenilacién se localizan de 15 a 23
nucleotidos antes del final del mRNA. En muchos genes de plantas
se han descrito mas de una copia de las senales consenso para
poliadenilacién (Messing et al., 1983) como alguno de los genes
animales conocidos (Setzer et al., 1980). El papel de los
miltiples sitios de poliadenilacién y el mecanismo que, si
existe, controla la eleccién de uno u otro no se conoce. A pesar
de que en los sistemas animales la secuencia consenso esta muy
conservada (AAUAAA) no es asi en las plantas (ver tabla 1.5). Los
genes de zeinas presentan hasta tres secuencias diferentes y, en
algunos casos, la secuencia variante es la preferida, a pesar de
que esté en ocasiones precedida de la secuencia canbdnica. En
muchos casos la segunda secuencia candnica es la reconocida,
aunque en los clones cDNA ZG7 y ZG19 de la subfamilia A30 de las
zeinas-1 la poliadenilacién no ignora ninguna secuencia
{Heidecker y Messing, 1983). Al comparar estos clones cDNA con
otros de la misma subfamilia que emplean la segunda senal de
poliadenilacién se observan diferencias en la secuencia que
afectan a una estructura en "hairpin" que podria formarse
potencialmente alrededor de la sefial de poliadenilacién (ver
figura 1.4). En los transcritos de otros genes de plantas se han
descrito la existencia de estructuras similares (Goldberg et al.,
1983; Lycett et al., 1984; Rafalsky et al., 1984). Se ha
propuesto la existencia de una estructura similar en los

transcritos tardios del adenovirus (Le Moullec et al., 1983).
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1.4.2.3.4 Regulacidn genética

Se sabe que la expresién de las zeinas en el endospermo esta
controlado por una serie de loci que actian sobre la tasa de
acumulacién de estas proteinas (Mertz et al., 1964; Salamini et
al., 1979; Manzocchi et al., 1980). En los endospermos de tipo

NUCLBOTIDO VENTANA
-3 -2 -1 U | 2 3

A 21 N 4 - 41 41 28
£ T - - - - 3
G B - - - 1 - 16
U 12 1 - - - | i
CONSEnso A/l A A ] A A Pu

- §8% 38 T9%

69%  98% 983

Tabla 1.5 : Sefial consenso de poliadenilacion en plantas.
Deducida de 47 mRNAs de plantas de extremo 3’ conocido, de
las cuales se alinearon las secuencias de 7 nucledtidos con
parecido a la secuencia AAUAAA localizadas entre 15 y 35
nucledtidos antes del extremo 3’. Se mididé la frecuencia de
distribuciéon da cada nucledtido para cada una de las
posiciones. En la secuencia consenso se expresa la
frecuencia (en ©porcentaje) con la que el nucledtido
mayoritario se localiza en esa posicidn (tomado de Heidecker

y Messing, 1986).
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Figura 1.4 : Estructuras secundarias en la regién 3' no traducida
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de algunos clones de zeinas. Las secuencias de
poliadenilacion se senalan con *. Tomado de Heidecker y
Messing (1986).

(A) Estructura secundaria que pueden formar aquellos clones
agrupados en la subfamilia A30, con la excepcién de ZG7. La
estabilidad es de G de +4.0 para A30 y de -1.1 para ZG19.
La segunda estructura presenta una estabilidad de -4.8.

(B) Estructura secundaria que pueden formar aquellos clones
agrupados en la subfamilia A20. La estabilidad es de G
+3-8I

(C) Estructura secundaria que "se puede formar en la zona

distal 3’ de los clones de la subfamilia A20. La estabilidad
es -1.1.
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salvaje los polipéptidos de las zeinas aparecen simultaneamente
alrededor del dia 15 después de la polinizacién, y se acumulan de
modo sincrénico. Se conocen mutantes que alteran el momento de
inicio de la sintesis y su tasa de acumulacién (ver tabla 1.6).
Estos mutantes se han clasificado en dos clases en funcién de que
afecten a la totalidad de las zeinas o bien que actien mas
especificamente sobre algunos de sus componentes (para una
revision ver Soave ¥y Salamini, 1984b). Todos estos mutantes
confieren un fenotipo opaco al grano de maiz. Los loci se han
denominado reguladores, en sentido amplio, debido a que, a pesar
de no codificar para polipéptidos de zeinas, su mutacién afecta

los niveles de éstas.

Estos mutantes fueron aislados y estudiados por su superior
contenido en 1lisina, a pesar de que el contenido en proteina
total era menor y el rendimiento de los cultivos escaso. Se han
caracterizado mutantes altos en lisina en cebada (Ingversen et
al., 1973) y sorgo (Axtell, 1975) y en ambos caso se deprimen la

sintesis de prolaminas.

El mutante opaco-2 (02, Mertz et al., 1964) y Endospermo
defectivo B30 ("Defective endosperm-B30", De-B30, Salamini et
al., 1979) reducen preferencialmente en nivel de las Z22-21. El
mutante opaco-7 (07) reduce especialmente el nivel de las Z19,
mientras que los mutantes floury-2 (fl-2, Nelson et al., 1965),
Mucronate (Mc, Salamini et al., 1983) y opaco-6 (06, Ma y Nelson,
1975) suprimen la sintesis de todas las zeinas con la misma
efectividad. La produccién disminuida de polipéptidos de zeinas
en estos mutantes es el resultado de una poblacidén disminuida de
mRNA de zeinas en los endospermos 02, o7 ¥y fl2 y wun nivel
inferior de mRNA traducible en o6, Mc y De-B30 y en el doble
mutante o2Mc. Se han investigado las interacciones entre algunos
de los dobles mutanteé sobre la produccidn de zeinas. Asi se
observé (Di Fonzo et al., 1980) que o2 y o7 son epistaticos sobre
fl2 pero la accién de 02 es independiente de la de o7 6 Mc
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(DiFonzo et al., 1979; Fornasari et al., 1982; Salamini et al.,
1983). Estos resultados sugieren la existencia de miltiples vias
de regulacién implicadas en la sintesis de las zeinas. Al menos
una de ellas estaria relacionada con,la sintesis de las 222-21 y
la otra con la clase Z19, estando los mutantes 02 y o7 implicados

en la primera y la segunda respectivamente.

LOCALIZACION TIPG DB INHIBICION OTRAS

LoCUs CROHOSOMICA HERBNCIA DB ZEINAS ESPECIFICIDAD  FROPIBDADES

fpaco-8 {0) degconocida recesiva 33.5 % nc especifico  ausencia de la
proteina p-3d

Gpaco-i (07} cr. 10 L recesiva 7.5 % sobre Zi D -

Gpaco-2 (02) cr. 1 3h recesiva i7.0 soore 1§ ki ausencia de la
oroteina b-3% -
KNisa aita

Fioury-% (Fi-Zi cr. 4 Sh semidoninante  34.6 no especificc  imcrementada la
proteina b-T0
cuerpos proteicos
aiterados

Hucronaze (Hel  descomocido dominante &80 no sspecifico  increaentada ia
zroteina 0-7U

Endosparso cr. 1 3b dominante i2.0 gobrz 21 ki incrementada ia

defectivo B-30 proteina b-T0

{De-B30}

Tabla 1.6 : Propiedades de los alelos mutantes de los loci que
controlan la deposiciéon de 1los componentes de las zeinas
(tomado de Socave y Salamini, 1984b).

El mecanismo de accion de estos loci a nivel molecular es
desconocido. Sin embargo es muy probable que lo hagan mediante
factores difusibles pues controlan genes estructurales de zeinas
que se encuentran dispersos en el genoma del maiz (ver figura
1.3).

Resultados muy recientes (Schmidt et al., 1989: DiFonzo et
al., 1989) describen el aislamiento de clones cDNA y gendmicos
del locus o2 en maiz empleando elementos transponibles (Spm y
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Ac). La secuencia del gen ha sido descrita (DiFonzo et al., 1989)
y a partir de esta se deduce una secuencia aminoacidica de 499
residuos. La traduccion "in vitro” del transcrito 02 en un
sistema de reticulocito produce un polipéptido con un peso
molecular aparente de 58000 en geles de poliacrilamida-SDS.
Schmidt y col. (Schmidt et al., 1989) describen el cDNA, que
presenta una secuencia no traducida larga con 3 codones AUG que
preceden al codon de inicio funcional. Cada uno de ellos esta
seguido por una secuencia corta que presenta una pauta de lectura
abierta y que termina con un codén de paro en fase. Este hecho,
unusual, se ha descrito en el gen regulador de la levadura GCN4 ¥

en algunos oncogenes de mamiferos y se desconoce su funcién.

1.4.2.4 Sintesis y deposicion de las proteinas

de reserva en el maiz

Las zeinas son sintetizadas en el endospermo de maiz entre
los dias 12 y 50 después de la polinizacidén (Larkins et al.,
1984). Observaciones al microscopio electronico de endospermos en
este periodo muestran un gran desarrollo del reticulo
endoplasmatico rugoso (Larkins, 1981). Los cuerpos proteicos
comienzan a aparecer en las células del endospermo alrededor de
12 a 15 d.d.p., ¥y aumentan en mmero y tamano a partir de
entonces, hasta alcanzar un didmetro de 1 a 2 pym con una forma
aproximadamente esférica. Estos organulos estdn rodeados de una
membrana que posee gran cantidad de polisomas adosados.

Se ha observado que existe continuidad fisica entre la
membrana del reticulo endosplasmatico rugoso y la de los cuerpos
proteicos en formacién (Khoo y Wolf, 1970; Larkins y Hurkman,
1978). Se conoce, a partir de los resultados de estudios de
fraccionamiento subcelular y traduccién ’in vitro’, que las
zeinas-1 (221-22 ¥y Z19, Zd2 y Zdl) se sintetizan en polisomas
unidos a la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso (Larkins

y Dalby, 1975; Torrent et al., 1986), como en polisomas unidos -a
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la membrana de los cuerpos proteicos (Burr y Burr, 1976). El
hecho de que los productos de traduccion ’in vitro’ obtenidos a
partir de los dos tipos de polisomas son equivalentes apoyan la
idea de que no existe diferenciacion funcional entre la membrana
del reticulo endoplasmatico rugoso y la de los cuerpos proteicos
{Larkins y Hurkman, 1978). El1 lugar de sintesis de =zeinas y
glutelinas en la célula del endospermo de maiz, reticulo
endoplasmatico rugoso, es al mismo tiempo el lugar de deposicion.
El unico paso de transporte intracelular implicado en en el
proceso de deposicion de las proteinas de reserva del maiz es la
translocacion cotraduccional a través de la membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso o del cuerpo proteico (Campos, 1988) . A
partir de estos datos se ha concluido que los cuerpos proteicos
son simples acimulos de proteinas de reserva en el interior del

reticulo endoplasmatico rugoso.

Se conoce, del estudio de las secuencias N-terminales y de
las secuencias deducidas de los clones cDNA y gendmicos, que los
productos de  traduccidn primarios correspondientes a estas
proteinas son portadores de una secuencia o péptido senal de 21
aminoacidos (Spena et al., 1982). La presencia de un péptido
senal en la proteina es un requisito indispensable para que ésta
sea dirigida hacia la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso
¥y, para que, a continuacién, pueda ser translocada a través de

dicha membrana.

Burr ¥y Burr (Burr y Burr, 1981) desarrollaron un sistema de
traduccién-translocacién ’in vitro’ para estudiar el
procesamiento de las zeinas-I. Formado basicamente por tres
elementos : extracto de germen de trigo como medio de traduccidn,
mRNA poliA* que codificaba para zeinas-I y microsomas derivados
del reticulo endoplasmatico rugoso de endospermo de maiz. Estos
autores observaron que los productos de traduccién obtenidos a
partir del mRNA, en ausencia de microsomas, tenian una movilidad

electroforética en geles de poliacrilamida-SDS menor que las
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zeinas extraidas del grano maduro (Burr et al., 1981). Por
contra, en presencia de microsomas los productos de traduccioén
presentaban la misma movilidad electroforética que los extraidos
del grano. Estos productos de traduccién eran translocados al
interior de los microsomas. La combinacion en traduccién de
microsomas tratados con nucleasa (sin polisomas propios) ¥ de
_nﬂ?NA de endospermo de maiz permiti® reconstituir el sistema de
translocacion : parte de 1los productos de traduccién eran
translocados al interior de los microsomas y preesados. Estos
resultados demostraron que las =zeinas-I son translocadas ¥
procesadas en las células de endospermo de maiz. Se pudo
concluir, por tanto, que la translocacién de zeinas-I a través de
la membrana del reticulo endoplasmdtico rugoso o del cuerpo
proteico es un paso esencial en el proceso de deposicion de estas

proteinas.

La biosintesis de la glutelina-2 de 28 kD (G2, .Z2c2) y de las
zeinas de bajo peso molecular no ha sido estudiada por el
momento. Estas proteinas poseen un péptido senal en su extremo N-
terminal y son almacenadas en los cuerpos proteicos. Seria
posible, por tanto, que su sintesis se produjera en polisomas
unidos a la membrana del reticulo endoplasmatico rugoso y que el
proceso de almacenamiento de estas proteinas fuera similar al de
zeinas-I. Sin embargo, esto no puede ser asumido sin comprobacidn
previa. Alguna de estas proteinas (por ejemplo la glutelina-2 de
28 kD, G2, Zc2) podria ser insertada en la membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso, en vez de ser translocada a través de
ella. Tampoco se puede descartar la posibilidad de que la
glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) o las zeinas de bajo peso
molecular sean sintetizadas en polisomas libres, ya que se han
descrito casos de proteinas que pueden ser sintetizadas 'in
vitro’ en ausencia de microsomas e insertadas en la membrana de

estas vesiculas post-traduccionalmente (Mueckler y Lodish, 1986).

El proceso de deposicién de 2zeinas-I en el endospermo de
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maiz parece tener una estrategia sumamente simple. Los péptidos
son sintetizados en polisomas unidos a la membrana del reticulo
endoplasmiatico rugoso y translocados a través de la bicapa
lipidica. La formacién de acumulos de zeinas en el lumen de este
organulo se corresponde con la aparicion de vesiculas (cuerpos
proteicos) que finalmente se independizan del reticulo
endoplasmatico. La membrana de los cuerpos proteicos conserva sus
polisomas unidos y estos contindan sintetizando =zeinas. De este
modo, el lugar de sintesis de =zeinas (membrana del reticulo
endoplasmatico rugoso) es al mismo tiempo el lugar de deposicion
(reticulo endoplasmatico rugoso o cuerpos proteicos). No es
necesario que estas proteinas de reserva sean transportadas desde
el reticulo endoplasmatico rugoso hasta los cuerpos proteicos,
como asi ocurre por ejemplo en las leguminosas. Asi pues, el
transporte intracelular de zeinas-I en la célula del endospermo
de maiz se reduce a la minima expresiéon : translocacidén co-

traduccional a través de la membrana del reticulo endoplasmatico

rugoso.
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1.5 PRELIMINARES

El trabajo que se presenta se inscribe en la linea de
investigacién que sobre proteinas de reserva del maiz se inicid
en 1982 en el Instituto de Biologia de Barcelona y que prosigue
actualmente en el Departamento de Biologia Molecular ¥
Agrobiologia del Centro de Investigacién y Desarrollo (figura
1.5)a

En el momento de iniciar este trabajo el estudio de las
proteinas de reserva a nivel génico en nuestro laboratorio se

abordaba por dos vias :

1. Aislamiento de clones cDNA. Se procedia a la bisqueda y

caracterizacion de clones c¢cDNA que codificaran para
glutelinas-2 y zeinas 2 de 15 kDa. En el laboratorio S. Prat
¥ J. Cortadas aislaron mediante anticuerpos anti-glutelina-2
sobre un banco de cDNA preparado a partir de RNA-poliA* de
la variedad hibrida E10, clones cDNA que correspondian a dos
grupos de homologia. El1 primero de ellos, formado por los
clones pME118, pME792 y pME125, codificaba para glutelina-2
(Prat et al., 1985). E1 segundo grupo de clones
correspondia, por hibridacidn-seleccidén, a una zeina-2 de 15
kDa (Prat, 1986). De este segundo grupo s6lo se disponia de
clones parciales, el méds largo de 1los cuales era pME11l7.
Asimismo se disponia en el laboratorio de otros clones cDNA
(A20, A30, B36, B49 y B59) (Messing et al, 1983) (Tabla
1.7), correspondientes a las proteinas de 19-22 kDa, cedidos
por el Dr. B. Burr del Brookhaven National Laboratory de
Upton, New York.
¢

2. Aislamiento de clones genémicos. El Dr. A. Boronat construyé
en el laboratorio una genoteca de DNA de endospermo de maiz,
de la variedad pura W64A. La construccion se realizé por

digestién parcial del DNA gendmico de grano a 21 dias
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después de la polinizacién con EcoRI, y posterior clonaje en
el vector lambda sepb lac5 (Maniatis et al., 1982). A partir
de 200.000 u.f.p. se aislaron 4 sehales positivas a la sonda
pME119. El mapa de restriccién revela que los cuatro
aislamientos son idénticos. Se procedio a la caracterizacidn
del aislamiento lambda-ZGl. En el ano 1985, fecha de inicio
de los trabajos descritos se procedia al subclonaje de
algunos fragmentos, mapado fino del inserto positivo a la
sonda pME119 y disefio de una estrategia de secuenciaciodn.
Los resultados de este trabajo se describen en Boronat et
al. (1987).

Con la finalidad de buscar otros genes de proteinas de
reserva los Dres. A. Boronat y J. Rigau a lo largo de 1984
construyeron una nueva genoteca de DNA de endospermo de la
variedad W64A, por restriccion parcial Sau3Al y clonaje en la
diana BamHI del vector lambda Charon-35 (Loenen y Blattner, 1983;
Gallardo et al. 1988). La gran complejidad del genoma del maiz
(5.10° bp, Bennet y Smith,1976, Pedersen et al., 1980) y la
riqueza de secuencias repetidas hacen aconsejable la utilizacidn
de un vector que admita fragmentos grandes (15-20 kbp) y que
siendo capaz de crecer sobre cepas recA- reduzca la probabilidad
de recombinaciones en el inserto. El ntimero de recombinantes
necesarios para obtener una genoteca representativa (99% de
probabilidad de aislar wuna secuencia concreta) en estas
condiciones es 1.10¢ para el maiz (Maniatis et al, 1982). Se
obtuvieron en dos experimentos de empaquetamiento 'in vitro'’
independientes 1.2 x 108 u.f.p. E1 procedimiento de construccién

de la genoteca se describe en la figura 1.6.

Fi 1.5 : Proyecto de Biologia Molecular. Esquema global del
proyecto de Biologia Molecular de las Proteinas de Reserva
del maiz que se desarrolla en el Dept. de Biologia Molecular
v Agrobiologia del Centro de Investigacién y Desarrollo del
C.S.1.C. en Barcelona, y en el cual (recuadrado) se incluye
el trabajo que se presenta.
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Figura 1.6 : Construccion de una genoteca de DNA de maiz de la
variedad W64A de 20 dias después de la polinizacién, en el
vector lambda Charon 35 (Gallardo et al., 1988)

A, Esquema general de construccion de la genoteca.

Bl
1. Control del DNA del vector, lambda Charon 35.
a : DNA del bacteridfago lambda cI857
b : DNA del bacteriéfago lambda Charon-35

2. Productos de restriccién del vector lambda Charon-35.
m : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII
a : DNA lambda Charon-35 BamHI

3. Cinética de restriccién parcial con Sau3Al del DNA de
maiz.
m : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII
1 a 4 DNA gendmico de maiz digerido con Sau3AIl 10, 13,
17 ¥ 20 minutos.

4. Fraccionamiento del DNA gendmico de maiz digerido
parcialmente con Sau3AI en gradiente de sacarosa del 5 al
20%.

m : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII

1 a 15 : fracciones del gradiente 1, 3, 6, ... 42
Se eligieron para la construcciéon las fracciones desde la 12
(15%) a la 21 (11.25% sacarosa).

5. Fraccionamiento del DNA de lambda Charon-35 BamHI en
gradiente de sacarosa del 5 al 20%.

m : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII

1 a 15 : fracciones del gradiente 1, 3, 6, ... 42
Se eligieron para la construccién las fracciones desde la 9
(15.6%) a la 15 (12.6% sacarosa).

6. Control de ligacidén, 3 experimentos independientes.
a : DNA del bacteridéfago lambda cI857.
1 : DNA gendmico maiz Sau3AI (15 a 20 kbp) + brazos del
vector lambda Charon-35, antes de ligar.
2 : DNA gendmico maiz Sau3AI (15 a 20 kbp) + brazos del
vector lambda Charon-35, después de ligar.
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1.6 OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo fundamental de esta Tesis ha sido contribuir al
conocimiento de la estructura de dos genes de 1las proteinas de
reserva del maiz, asi como elucidar elementos cis-putativos en
las zonas flanqueantes. Como se ha descrito en la Introduccién,
el trabajo que se describe en 1la memoria se incluye en un
proyecto global de estudio de la estructura ¥y regulacién de los
genes de las proteinas de reserva del maiz. En una primera etapa
se habia procedido al aislamiento de 1los clones cDNA, y, para
abordar la regulacion de los genes era conveniente disponer de la
mayor extension posible de zona flanqueante. En este contexto, se

fijaron como objetivos de la presente Tesis los siguientes :

1. Aislamiento y caracterizacién de clones gendmicos
codificantes para las proteinas zeina-II de 16 kD (Z16, Zcl)
¥y glutelina-2 de 28 kD (G2, 2Zc2), del maiz, homdlogos
respectivamente a los clones de cDNA pME117 y pME119.

2. Determinacién de caracteristicas bédsicas de dichos clones
gendmicos tales como el posicionamiento dianas flanqueantes
en el genoma, el nimero de copias presentes por genoma

haploide y su localizacién cromosdmica.

El estudio de las secuencias de proteinas de reserva del
maiz descritas en el momento de ;niciar este trabajo permite
observar la confusién presente en la nomenclatura y en los
criterios que se emplean para la clasificacidn. Estos criterios
basados fundamentalmente en procedimientos técnicos de extraccion
o purificacién no infqrman de las posibles relaciones evolutivas
entre los diferentes grupos de proteinas. Por ello, y a partir de
las abundantes descripciones de genes codificantes para este tipo
de proteinas que se han descrito los ultimos anos se plantea el

tercer objetivo de la presente Tesis :
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3. Establecer una clasificacion de las proteinas de reserva
del maiz, que tenga en cuenta relaciones de tipo evolutivo
entre ellas y con otras proteinas de reserva de cereales, lo
cual representa una contribucién al establecimiento de

superfamilias de proteinas de reserva de cereales.
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2. MATERIALES
Y METODOS



2.1 MATERTAL BIOLOGICO

2.1.1 MATIZ

La especie objeto de este estudio es el maiz (Zea mays L.),
planta monocotiledénea del Orden de las Poales, familia
Gramineae. Se ha utilizado la variedad w644, linea pura obtenida
por autopolinizacion manual durante mas de 20 generaciones. Dicha
variedad es una de las mas utilizadas actualmente en estudios de
biologia basica del maiz disponiéndose de abundante informacicdn
sobre ella asi como de numerosos mutantes. La eleccidn de una
linea pura como sistema de estudio se justifica por la necesidad
de simplificar al maximo el modelo. Hay que tener en cuenta que
las proteinas de reserva mayoritarias en el maiz estan
codificadas por familias multigénicas de notable complejidad
(Hagen y Rubenstein, 1981; Larkins, 1983).

El momento del desarrollo del grano escogido para el estudio
ha sido entre 20 y 25 dias despues de la polinizacion. Se escogio
este periodc por tres razones primordiales. En primer lugar la
sintesis de las proleinas a estudiar se encuentra en una fase muy
activa; en segundo lugar, el grano ha alcanzade ya un tamano
suficiente que permite su manipulacién; y en tercer lugar, no se
ha llegado aun a la fase de degeneracion celular del endospermo
previa a la desecacidn del grano. Los nucleos de las células del
endospermo son muy activos y de este tejido se puede obtener DNA
¥y RNA con rendimientos elevados.

Las plantas se cultivaron en los campos experimentales de la
Facultad de Biologia de 1la Universidad de Barcelona
fundamentalmente. También se ha empleado material procedente de
cultivos realizados en el "Istituto Sperimentale per la
Cerealicoltura” de Bérgamo, Italia. Cuando la flor femenina
estaba madura se autopolinizaba manualmente, recogiéndose las
mazorcas 20 © 25 dias después. Las mazorcas se congelaban
inmediatamente en nitrdgeno liquido y se almacenaban a -70 °C
durante largos periodos de tiempo (en algunos casos mas de dos
anos) .

Para aislar los endospermos Yy embriones se desgranaban las
mazorcas sobre nieve carbénica, de donde se tomaban para
diseccionar, eliminando testa y pericarpio y separando embriones
de endospermos. Los endospermos y embriones de conservaban a-
70°C hasta ser utilizados. Todo el proceso se realizo siempre
evitando en todo momento la descongelacidén del material y en
condiciones de esterilidad a nucleasas (ap.2.2.1).

2.1.2 CEPAS BACTERIANAS, VECTORES DE CLONAJE
El trabajo que se describe a continuacién ha consistido
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fundamentalmente en una labor de clonaje de fragmentos de DNA y
de analisis de éstos, y para ello ha sido necesario emplear una
serie de vectores de clonaje (plasmidos y bacteriofagos) y de

cepas de la especie Escherichia caoli que se describen a
continuacion.

Cepas receptoras

E. coi: JNIb: F* {Tanish-Ferrcn, 19a%)
ilac-pro), thi, rpsiistri, supt, enda, sick, Bsd3
/ B tralio, proAtd', iacis, I Nii

8. coli JMICS F+ {Yanien-Perron, 1963}
recAl, endAi, gyr ASE, tni, bsdElT, supEdd. relAi,
ianbda-, tlac-proaBi {F' traDi§, oproAb. iact,
7 Nif:

E. coli JH83 (Meesing y vieira, 138ij
lancda , ara, (pro-lac;, rpsi, tml, pdu, diac,
7 Ki3, lampda-

E. celi 55f reck (Murray et ai., 1977
F-. recAl, nsdB3I4, iry-, myci. supEdd, supris,
lacY; or ({lacIZ4jb, gaikf, galTil, metbl, trpkds,
lantda-

B, coii T1030 iYoung y Davies, 1983}
laclioy, proA~,  lcn, arabidé, stra.  supf,
feepCil:iTnid], {pHCYi

B, coii EBl101 {Boyer y Boulland-busoix, 1983%;
F-, ieubv, proAl, recAil, thii, arald, iaci,
galke, xyid, atii, rpsiiv, lambda-, supEdd, hsdSiu,
"y &y

B, coii BHBL6RS {Hohn y Murray, 1377; Hohm, 137§)
Ni05 reck (lambda imetit, clts, bZ, reds, Kamd,
San7)/lanbda

E. coli BHB2690 (Hohn y Murray, i377; Hobn, 1979i
N205 recA {lambda imm‘i¢, cIts, bZ, reds, Daml3,
Sani)/lanbda

Tabla 2.1 : Cepas de E. coli empleadas.
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Plasmidos

pBE3Zi- (Borivar et ai., i477)

replicon : pNBi

tamano : 4.4 ko

fenotipc seleccionable : Ampt feg!

41anae Unicac con inactivacion genicz : Baaki,
eckV, Nrul, Pstl, Pvul, saii, Scal,
Spnai, Imal

dianas unicas sin inactivacion génica : Aatll,
Aval, Bail, Cial, BeoRI, HindIiI, Ndei,
Pvull, Tthll11

pUCIS - pUCi§ (Norrander, 19§3;

replicon : pMBl

tanano : 2.7 kbp

fenotipo seleccionable : Amp?

narcadores genéticos : lac Lo

dianas unicag com inmactivacion genica
BindIII, Sphl, Pstl, Saii, Acci, Hincii,
ibal, Bamkl, imai, Smai, Epni, Sacl,
Ecoki

K13 mplé - Klimpid (Norrander, i363;
replicos : N13
tamafio : 7.0 ibp

fenotipo seleccionable : piacas de bacteriofago Nij

marcadores genéticos : lac Zgo®

dianas unicas con inactivacién génica
BindIID, Sphi, Psti, 8all, Accl, Himell,
ibal, BanfI, iImal, GSmal, Epnl, Saci,
Ecokl

Bacteriofagos
lanbda cIB57

lanbda NMil50 iNurray, 1983}
genotipo : lambda-b536, sri-iambda-3¢, immtit:
gri-lanbda-4*, shndiII-lambda-6*, srI-
lanbda-5¢
tipo - capacidad : insercidn - 0 a 8.5 kbp
dianas de clonaje : BeoRI, HindIIl
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:ampda Charondd tLoenen y Elattner, i3ad;

gepotips . lanoda-sbhi-lanpda-i¥,  liacs,
griiacl wpeiylinker tEcck]-Bamiili\E. coii
[Nt 115.6 kbp bamiiijspoiyiinker (Baahi-
Eachiiisrl-1anbda-3,  wLild &H34, nind,
sonlli-lambaa-8¢, srl-iambda-5¢

tipo - capacidad : sustitucion - ¥ 2 8.8 Ebp

dianag d¢ cionaje : Bamiil, BcokI, Hindlii, Sacl, daii, Ipai

reconociniento de recombinantes : no nay

propiegages de ice recombinantes : cI-, Gam-, Int', Hea-

cepas egpeciaies : no nay debe crecer sobre huésped Eeca- |

Tabla 2.2 : Vectores plasmidicos y bacteriofagos empleados.

Figura 2.1 : Mapa de restriccién del bacteriéfago lambda cI857.
{Tomado de "Stratagene"” Catalogo 1987, modificado de ;
Echols y Murialdo (1978), Szybalski y Szybalsky (1979),

Daniels et al. (1980), Sanger et al.,(1982). Daniels et al.,
(1983), y Roberts (1986)). ‘
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Figura 2.2 : Mapa de restriccion del bacteriofago lambda Charon
35. (Pouwels et al., 1985). Se indican las caracteristicas
de su genotipo, dianas de retriccidn unicas y propiedades de
los recombinantes.

Figura 2.3 : Mapa de restriccién del bacteriofago lambda NM1150
(Tomado de Pouwels et al., 1985). Se indican las
caracteristicas de su genotipo, dianas de restriccién unicas
y propiedades de los recombinantes.
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2.2 PREPARACION DEL MATERIAL. NORMAS DE ESTERILIDAD

2.2.1 MATERIAL DE VIDRIO,Y PLASTICO.

En la mayor parte del trabajo realizado era fundamental
mantener la integridad de las moléculas de DNA y/o RNA o la
pureza de los cultivos, por ello el material empleado debia ser
estéril y/o libre de nucleasas. Se diferencian dos tipos de
material segin se consiga una esterilidad a microorganismos (y a
DNAsas) o también a RNAsas. Hay que destacar que las RNAsas son
enzimas ubicuos de wuna actividad elevada y que resisten
condiciones ambientales extremas.

El material de cristal y el de plastico no estéril se
esteriliza en autoclave a 121°C o 1 atmosfera de sobrepresion
durante 30 min.

El material de cristal libre de RNAsas se prepara
manteniéndolo a 200°C durante al menos 6 h (horneado). El
material de plastico se prepara a partir de stocks que nunca han
sido manipulados sin guantes de latex, la piel es una de las
principales fuentes de contaminacién por RNAsas, y se esteriliza
en autoclave en las condiciones anteriormente descritas.

2.2.2 REACTIVOS EMPLEADOS

El agua wutilizada en todos los procesos era ultrapura.
Procedia de un sistema "Milli Q" de la firma Millipore que poseia
un filtro de lana, otro de carbon activo y dos columnas de
resinas intercambiadoras de iones de lecho mixto. La resistividad
final era de 15 a 18 MQ/cm. Cuando su uso lo requeria el agua era
esterilizada en autoclave 30 min a 121°C o 1 atmosfera de
sobrepresion.

Las soluciones libres de RNAsas se preparaban con agua libre
de RNasas en material de vidrio horneado y a partir de productos
que se habian manipulado en todo momento con guantes. El agua
libre de RNAsas se obtiene segin el procedimiento :

1. Recoger agua '"Milli Q" sobre material de vidrio libre de
RNAsas.,

2. Esterilizar en autoclave 30 min a 121°C y 1 atmésfera de
sobrepresion.

3. Anadir 10 ml de DEPC 10 % en etanol absoluto y agitar durante
2 h a temperatura ambiente.

4, Calentar agitando durante 1 h para eliminar el DEPC (por
descomposicidon en etanol y carbonico).

5. Esterilizar en autoclave como en 2. Manipular siempre la
botella con guantes.
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Los reactivos generales empleados han sido siempre de
calidad analitica (Merck, Carlo Erba y Panreac). Los reactivos
mas especificos se listan a continuacion.

Reactivos generales

progucte fabricante referencia
acidc 1odcacétice
acrilamida fodak 23Li
Biokac 1ei-blel
agarosa electroendcEmMOSIE Begla Jigma A-0877
electroendesmosis media #ispaniab C-7
electroendosmosis baja Sigma A-B013
bajo punto de fusion {LMFi Biokad 185-00i7
alta calidad para Ac. Nuc. (NA: Fparsacia 17-0584-0%
a:bunina bovina (BSA) fraccion V Fiuka viddi
calidad Bici. Molec. 1l mgriaiy boehringuer ER HL
oveaitunina Sigma A-251
ampiciiira Sigma A-931E
AEN, de higade de fernera Boehringuer 847 ZLE
levadura de¢ parageria, tipe I Sigma B-90i
azu) de breactenc! Biokad 101-0404
Kerck Bl
Bacto-Agar DIFCO 0140-01
Bacto-ievadura DIFce vili-éi
Bacto-tripicna bIrce 01ic-vl
f-bidroxiquinoieina d1gna H-6878
big-acrilasida Kodar Bit:
Biokad i6i-vivi
bromurc de eticie Sigma B-87i1
cebader universal ( primer’) i7 MER {-il N.E.Biriats fiiii
cloruro de cesic Boenringuer 757 3
cioruro de rubidio Merck b4
cloruro de hexamine cobalvo iIID) Sigea H-8881
clerure de litic Merct 3817
cloranfenicol Signa C-037s
dietilpirocarbonato \DEFC) Fluka A T
DNA de esperma de salmon Sigma 1626
Ditiotreitel Signa b-0652
EGTA Signa E-4378
Espernidina Sigea §-2501
Fenol Nerck 208
Ficoil 400 Fharmacia 17-0400-01
Formaldehido 37 % Nerck s684
Formanida Sigma F-7503
Nerci 9684
REPR3 ' Signa B-3375
Hidrocioruro de tiamina §igna T-4825
PTG figma I-550%
KES §igea N-8150
KOP3 figna K-§381
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proaucto fabricante referencia
nitrocelulosa dchieicher & Scnuil BB Basd
pucieotidos
nucieotidos trirosfate : ATF Sigma A-pidd
Boehringuer 513 879
ute dcenringuer it ild
Y Boenringuer 108 372
CTE Boedringuer i03 831
deoxinucleotidos : dATP Bdehringuer 105 983
aTTFk Boebringuer ivd 27
deTF Boenringuer 104 108
alTF Boebringuer 104 143
dideorinucieotidos : ddA, adT, ddu, ddl Fharmacia A-4685-01
poiietiienglicol cG00 {PEG 8000) Herck Boiddi
poliviniipirroiidena Signa PVF-30¢
jodic-dodecil suifato 1303 BDH 24
Sephadex Gid Fine Pharaacia 17-0vdi-vi
630 Fine Fharmacia Pi-0042-01
Signacote Signa §i-L
Supersoive Roch-Ligat 57-1674%/8
TEMED Eodak 8178
Biokad 161-0801
Tetraciclina Sigaa 1-3i5s
i-Gal digna B-4i5E
2.2.3 ENZIMAS Y KITS
Enzimas generales
enzima fabricante referencia CONCEntracion
DNA polimerasa I N.B.Biolans iy 16 Bjpi
NA poiimerasa 1 Elenow N.E.Biolabs $ilv 3 Uil
Boenringuer 104 52: b Uil
DNA iigasa TH NEN #1353 25 Uil
Boebringuer 116 353 1 0/pl
DNksa I Boehringuer 104 15§
Fosfatasa aicalina Boehringuer 113 023 i Ujpi
Lisozima §igaa L-6678
Nucleasa Balil Boehringuer T4 793 Z Ul
Nucieasa 5i Boenringuer 818 330 300 Ujpl
Amershan T-2410% 49,5 U/l
Froteinasa K Jigna L-687¢%
ENAsa A Signa B-3000
BhAsa Tl Jigma R-8%51
ENAsinal Promega Biotec F-2114 40 U/pl
T4 polinucleotide quinasa Amershan T-20207 5.5 Uypi
Fromega Biotec N1DS T brul
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Endonucleasas de restriccion

enginma fabricante referencia CcOnCenrtracion
heel Boedringuer Ti6 4D 3.9 Ujul
Bantii Genofit BOOLB0%1 20 Uypi
Amershan T-1010F ii U7yl
Amershan T-10102 40 Uppi
Bgill Awershan 1-10ZiZ it Ujpi
Dpni K.E.Biolabs 170 § U/pl
EcoRI Amershan f-10402 12 G/pl
Boebringuer 00 3ii 60 Uspi
Haelll Amerghan §-10517 10 Urpl
Bincli =zHindIi Amereban T-10537 1% b7l
Hindiii Anerchan T-1060% 2 Uiyl
Rinii Amershan F-i0617 6 Urpi
Hpaii N.E.Eioiabs $i7i o Uipl
Eprl N.E.Biclade fids 10 Ujpi
Amershan T-10687 8 Uipl
Kbol N.E.Bioiabs 147 5.5 Uipl
Mepl HiL S41954 iv Uspl
N.E.Bioiabs §iln 2o Ujpl
Neol Boebringuer 835 aid 10 Urpl
Peil Apershan T-10732 30 Ujpl
Fvul Amershan T-10787 12 Grpl
Boenringuer 650 133 5 Ujpl
Fvull Boehringuer 84% 850 10 Ujpl
Sarl Apersnan T-10781 16 Uiyl
Sail Amershan T-10801 12 Ufpl
SaudAl N.E.Biolabe 165 5 Uypl
Cultek 010301 3 Ufpl
Smal Amersban F-1085Y 12 Ujpl
Sspi N.E.Bioiabs $132 b Ujpl
Taol Boehringuer 404 1%3 § Ujpl
ibal Boehringuer o7d 431 9 Ujpl

"kits" empleados

"Nultiprime DNA Labelling Systes Amersham RPN.16001
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2.2.4 DISOLUCIONES STOCK MAS USUALES

Disciucion Compesicion

Freparacion

(bservaciones

acetato amonico § N
(pr = 77.08)

acetato de iitio ¢ N
ipa = 85.96%,

acetato potasico 5H
tpa =96.15;

acetato sodico § N
pii 5.5
tpa = 84.03j

acide clorhiarice 2 K
ipa = 30.46)
acidc iodoacetice 10 &
ATF 100 aN
ipn = 351.1j

prosuro de etidio (10 mg/ni)
ipm = 394.35)

cioroformo - aicobol
iscamilico (36:4 v:iv)

cioruro de magnesio 1 N
tpa = £03.3)

dendardt (100xi Ficoll 400 Z %
peliviniipirrolidona % %
B3A fraccion Vi %

UNAsa 1 1] mg/al]
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96,35 g acetato amonico en
20G ml agua. Enrasar a 250 al

ive g acetato ae litie en
t0v mi agua. Enrasar a Z50 mi

43,1 g acetato potdsico en
100 wi de agua. Apadir 19.17
Bi acido acético giacial y
47.5 »1 agua,

123,05 g acetato sodico en
350 ml agua, Lievar a ph 5.
con acido acético glacial.
Enrasar a 500 mi1.

125.¢ mi ACI &5 % sobre Z00
mi agua. tarasar a 300 ai.

10 g dcidc iodoacético en
80 ml agua. Enrasar a iu0-ai.

55.11 mg en 1 al agua estérii

10 mg en | ml agua estéril

95 ml clorofornc mis 4 mi
alcohol isoamilico

20.33 g HgCiy en 90 m1 agua,
Enrasar a i00 al.

10 g Ficoll 40010 50 mi Ficoll

400 20 %) 10 g polivinilpirroii-
dona 10 g B3A, basta 500 mi con
con agua. Agitacion por inversidn,

mas de 17 b. Alicuotar 50 mi.

| ag DNisal en | ml agua estérii

Fiitrar 0.45 un
No autociavar

Filtrar v.43 ym
Autociavar

Filtrar 0.45 um
No autociavar

Fiitrar v.45 um
Autociavar

Filtrar 0.%. pa
Guardar a -20°C
Proteger de la luz

Conservar a -40°C
Conservar a 4'C
Proteger de la iusz
Hutigeno potente.
Precaucion

Toxico

Filtrar 0.45 pa

Autoclavar

Conservar a -i('C
No autociavar

Conservar a -Z0'C



vigclucion Compogicion

Freparacion

UDservaciones

Ditiotreitel 1 K
tpa = i84.%)

EDTA 0.5 M ph 8.5
(pa = 37%.04)

fenol saturadc
tpm = 94,ilj

Fersi-cloroforse-
-igcamiiice 1100:96:4
v.VV)
Fosfate 1 M pHi 6.9

ipe = 137.3%;

Foraasida degionizada

Biarorids soaico & N
1pa = 40

Hidroxido potaeice 10 N
tpa = 88,11}

IPTG {20 mg/nli
(pn = 236.3]

Kedios cultive

Kedio LB bactotriptona Z ¥
ertract. levadura 1 ¥
HaCl 2 %

Nedio M§ Agar Agar 1.5 %

Nag BPO; 40 aM

KR PO 22 nX
NaCl 6§ nN '
NH(C1 18 M
glucosa 0.Z %
CaCly 0.1 nH
Tianina HC1 1 N
Kg30, 1 aM

0.154% g DIT en i ml agua ester.

§5.u6 g Tivriplexr (Merckj en 400

mi agua. Anadir NaUR en lentejas
130-35) nasta disolver EDTA (pH 7).
Ajuste fino pB & con NaOk i N.
Enrasar 0.5 I.

Fundir 250 g fenol (Merck) a 60°C
30 min. Apadir 6Z.5 ml agua est.

30 o} Tris base i ¥y 0.3 g B-CK-
quinoieina, Agitar inyectando ;.

10t wi fenol saturado, 96 ml clo-
roforac, & ml aicohoi isoamilico

i3.8 g NahpFOq en 80 »l agua.
Ajustar ph 6.5 NaOE 1v N. Enrasar
a 100 ai.

11 formanida {Merckj con 100 g
resina Ag 301-I81D). Agitar 1 b.
La sclucion 50 % en agua tiene

pi (7.5, Adadir nieve carbdnica

en caso contrario. Alicuotar 50 mi

40 g NaOH en 400 mi agua. Bnrasar
a 500 nl.

25,06 g EOF en 400 w] agua. En-
rasar a 200 al.

20 mg IPTG en 1 =l agua est.

20 g bactotriptona, 10 g ext.
levadura, 20 g NaCl en 1 ] agua,
Ajustar pB 7.4 NaOH 10 K.

a: 15 g agar en 500 nl agua

b: 100 i X9 (10x) en 378 nl
agua. Autoclavar, Atemperar a
50°C. Afadir 10 »l glucosa Z0%

16 ]l CaCly 1 ml tiamina HC1 | M
1 nl HgSO¢ 1 M. Merclar {aj y (b}
Plaquear.

Conservar a -20°C
Filtrar 0.45 pa

Autoclavar

Conservar a -20'C
periodos largos
Yoricc. Corrosivo

Torico. Corrosivo

Filtrar 0.22 ym
No avtoclavar

Filtrar Whatmann 1KK
Congervar -10°C

Filtrar 0.22 g
Conservar -20°C

Autoclavar

Conservar a 4°C
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bisoiucion CORpOBicion Freparacion Ubgervaciones
Kedis 30B bactotriptona & % 20 g pactotriptona, § g ext.
ext. ievadura v.5 & ievadurya, v.383 g Nacl, 0.188
Nali 1v ak g KCt, Z.05 g MgCiy, Z.465 g
ECL &.0 aM Hgivy. En 900 ml agua. Enrasar
HgCiy 10 M g i i, Autociavar.
Mgd0y 10 aM
M9 1101 NagHPO( v.4 M 30 g NawPOq. 2 Ha0, i) g Fiitrar v.45

HES-E 0.5 K pH 6.3
tpa = 195.%)

KOrd 10x: ph 7.0
tpa = B30

Nucieotidos
aATF S0 oK
ipr = 535,11
aik 20 aM
ipe = 570,20

aGTF Z0 N

ips = 963.2)
acTr L0 M

(ps =518.1)

pha POy GL25 M
NaCi 60 nM
NH(C1 0,16 H

NOFS 0.2 M
acetato sodico 30 aM
Bb7A 10 nK

EHy PO, 5 g NaCl y 10 g NH4Cl
en 400 ni de agua. Enrasar a
500 ni,

3.76 g MES en 80 mi agu a est.
Llevar a pH 6.3 con KOK 10 N.
Enrasar a 100 al.

83,13 g MOP§ anbidro, & mi
acetato sddico § M ph 5.7

i0 of EDTA 0.5 W pH 8.0 en
400 nl agua. Lievar a pH 7.0
cor BCi 25 & (apr. 3 nl).
Enrasar a 300 mi.

Disoiver &0 mg aATF en §34.4
pi Tris-AC1 50 uM ph &
pisolver Z0 mg df1F en £76.9
pl Tris-HC1 50 aM pH &
pisolver Z0 mg dGTF en §07.3
pl Tris-BC1 50 aM ph &
Disoiver 20 wg dCTP en §63.2
pl Teis-HC1 50 K pH &
Verificar ia comcentracidn por
D.0. segun tabia

aucleotido na constante absorcion (K., cm.}
dATP 259 164, 104
d1Tp 260 T4 .1
dGTP 253 137 . 104
dCTE 48! §.1 . 108
Utk Ay Lo . 108
b.0.
N real = ------
ct.ab,
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Autociavar

Fiitrar 0.52 yn
No autociavar
Alicuotar
Conservar -%0'C

Filtrar 0.5 pn
Autociavar
Almacenar 4 'C



pispiucion

Compogicion

Preparacion

ubservaciones

ENAsa A (10 mgimis

(4
=
(X3
()
_
e

1pr = BB, 3B

S50 1ibyi

duifato de Magnesio IR
tpe = Z4E.45)

RNasa A 10 mg/ul
Trig-HC1 pH 7.5 100 ok
NaCl 1§ n¥

NaCi 3 M
citrato soaico V.3 M

NaCi 3.0 K
fosfato .2 K
ELTA 20 oK

16 ng ENAsa &, 10 pi Tris-BCi
1 KpH 7.5 3 pi Nacl 3 N en
§87 pi agua esterii. Hervir 15
min a i0v'C. Atemperar.

100 g 305 en 400 mi agua est.
Enrasar a 500 i,

175,32 g NaCi 88,75 g citrate
trisodico dibidrato. En 300 i
agua. Enrasar a 1 1.

610,57 g Nall 27.6 g NalisPOq.
ByC 406 mi BDTA 0.5 K ph 6.0 en
300 al agua. Lievar a pi 7.7 con
NaOE 10 N. Bnrasar a 1 1.

ol .62 g MgS0y en 400 mi agua.
Enrasar a 450 ml.

Alicuotar
Conservar -40'C

Filtrar 0,27 pa
No autoclavar

Filurar 0.45 pa

Autoclavar

Filtrar 0.45 yn
Autoclavar

Filtrar 0.45 pn
Autoclavar
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2.3 PURIFICACION DE DNA Y RNA

2.3.1 PURIFICACION DE DNA GENOMICO

El material de partida fue endospermos y embriones de 20 o
25 dias despues de la polinizacion conservados en todo momento
congelados a -70°C.

PROCEDIMIENTO :

1. Homogeneizar de 20 a 40 g de tejido en un mortero en presencia
de nitrogeno liquido hasta convertirlo en una harina fina,
cuidando que no se descongele.

2. Introducir la harina resultante en un matraz ErlenMeyer de 500
ml que contiene 50 ml de tampon de extraccion precalentado a
50°C.

3. Anadir 5 mg de proteinasa-k en polvo, agitando con suavidad
hasta que su disolucidn (concentraciéon final 100 pg/ml).

4, Incubar durante 3h a 50°C con agitacion muy suave (nota aj.
Conviene que la agitacion sea orbital y suave a fin de no
romper mecanicamente las largas cadenas de las moléculas de
DNA.

5. Centrifugar la disolucién a 1500 g.a.v. (3000 rpm en rotor
Beckman JA20) a temperatura ambiente durante 10 min (tubos
de polipropileno Nalgene 3119-0050).

6. Recoger el sobrenadante con pipeta de cristal en un matraz de
500 ml al que se afaden 25 ml de fenol saturado.

7. Agitar suavemente 10 min a temperatura ambiente.

8. Anadir 25 ml de una disolucién de cloroformo - alcohol
isocamilico.

9. Agitar suavemente 10 min a temperatura ambiente.

10. Repartir la disolucidn en tubos Corex de 30 ml y centrifugar
10 min a 10000 g.a.v. (9000 rpm rotor Beckman JA20) a
temperatura ambiente.

11. Juntar las fases acuosas, superiores, en un matraz de 500 ml
¥y hacer una segunda extraccion con fenol y cloroformo-
isoamilico como se describe (en 6 a 10).

12. Realizar dos extracciones adicionales con cloroformo-
isoamilico, hasta que la interfase esté limpia.

13. Juntar todas las fases acuosas y anadir NaCl 5N (1/9 v/v).
Dejar precipitando toda la noche a 4°C (nota b).

14. Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 15
min a 4°C.

15. Eliminar el sobrenadante. Secar los tubos al vacio.

16. Resuspender el sedimento en 10 ml de tampon TE pH 7.5,
suavemente.

17. Anadir 10 g de cloruro de cesio disolviéndolo sin agitar
violentamente el tubo. La solucion tiene una densidad de
1.55 g/ml. Anadir 10 pl de una solucién de bromuro de etidio
10 mg/ml.

18. Pasar la muestra con una pipeta Pasteur a un tubo de
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polialémero de 15 ml (Quic Seal™, Beckman 342413)
procurando no dejar aire en su interior.

19. Equilibrar los tubos hasta una diferencia de peso inferior a

20‘

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

50 mg y sellarlos.

Ultracentrifugar a 122000 g.a.v. (43000 rpm rotor Beckman
50Ti, angulo fijo de 45') durante 60 h a 25°'C. Fijar la
decelaracion al minimo para evitar distorsionar las bandas.

Una vez finalizada la ultracentrifugacién extraer la banda de

DNA. Si la banda no es claramente visible se ilumina con luz
ultravioleta de onda larga (306 nm). Conviene realizar todo
este proceso con poca luz para evitar roturas en la cadena
de DNA.

Cortar el tubo con un bisturi por la parte superior y
colocarlo fijo en un soporte. Introducir en el tubo una
pipeta Pasteur previamente fijada al soporte y conectada a
una jeringa de 2 ml. Succionar la banda colocando la pipeta
Jjusto por debajo de la banda de DNA.

Extraer el bromuro de etidio anadiendo 1 vol. de isopropanol

saturado en tampon TE pH 7.5 NaCl 5 N, agitando por
inversién, suavemente (sin vortex), y dejando separar las
fases. Eliminar la fase superior, alcohdlica, de un intenso
color rosado, y repetir la extraccién un minimo de 6 veces o
2 veces mas a partir del momento en que en la fase superior
no se aprecie color rosado.

Pasar la muestra a un tubo Corex de 15 ml: Anadir 2 volumenes

de agua para diluir el cloruro de cesio y 6 volumenes de
etanol absoluto frio (-20°C), mezclando por inversion . Se
observa la formacién inmediata de un precipitado filamentoso
de color blanco formado por el DNA de alto peso molecular
(nota c).

Centrifugar inmediatamente a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor

Beckman JA20) durante 20 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante, el sedimento suele estar bien
adherido al fondo del tubo y es de un color blanco lechoso
{si presentara un tono rosado indicaria que no se ha
extraido el bromuro de etidio en su totalidad).

Lavar con 10 ml de etanol al 70%. Centrifugar --a 16000 g.a.v.

(14000 rpm rotor Beckman JA20) 10 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por aspiracién, secar bien las gotas

de las paredes y dejar 10 a 20 min en una campana de vacio.

Resuspender en 1 a 3 ml de tampon TE pH 7.5. Para favorecer

la resuspension se calienta el tubo a 65°C 20 min peara
eliminar posibles DNAsas y posteriormente se deja
resuspender a 37°C el tiempo necesario (nota d).

Cuantificar la concentracién de DNA por absorcién a 260 nm (1

D.O.260 corresponde a una concentracion de 50 upg/ml).
Comprobar la calidad y el tamafio del DNA purificado en un
gel de agarosa al 0.7 % (notas e, f).
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DISOLUCIONES

Tampon de extraccion

EDTA 0.1 M pH 8.5
NaCl 0.3 M
SDS 1 %

OBSERVACIONES

a. Es muy importante evitar en todo el proceso agitaciones

b.

C.

d.

e.

88

bruscas de la disolucion de DNA para reducir al minimo la
fragmentacioén mecanica de las cadenas de DNA. Por eso en
ningin caso se debe agitar con vortex. Agitar invirtiendo
suavemente.

Si en el apartado 24 no se observa la apariciéon de un

precipitado filamentosos ello pordria ser debido a un bajo
rendimiento. En tal caso dejar el tubo 30 min a -70°C y
centrifugar posteriormente. De este modo se aumenta la
cantidad de DNA recuperado.

Se puede sustituir el paso 25 y sig. Cuando aparece el

precipitado de DNA se puede recoger con ayuda de una varilla
de cristal (por ej. una pipeta Pasteur) e introducirlo en un
tubo eppendorf, lavandolo posteriormente con etanol al 70%,
centrifugando 1 min a temperatura ambiente y
resuspendiéndolo en 1 ml de TE. Este procedimiento elimina
centrifugaciones y reduce los volumenes de trabajo.

El gran tamafio de los fragmentos de DNA hace que su

resuspension sea muy lenta pudiendo durar mas de 24 h.

el DNA obtenido es de buena calidad en cuanto a su tamafio
su migracion electroforética debe ser igual o superior a la
del DNA del bacteridéfago lambda-cI857, de 48.5 kbp.

La medida del contenido de acidos nucleicos de una disoluciodn

¥ su pureza se obtienen mediante la lectura de la absorcidn
en el UV, siempre en el supuesto de que hay s6lo DNA o RNA ¥
de que la contaminacion por nucleotidos es despreciable. El
espectro de absorciéon del DNA y del RNA tiene un maximo
cerca'de 258 nm y un minimo a 230 . Por razones practicas
los datos equivalentes de concentracion se realizan a 260
nm:
- medida de la pureza del DNA o RNA respecto a
proteinas :
D.O.260 / D.O.250 = 2.0 (RNA) / 1.85 (DNA)
D.O.260 / D.O.230 > 2.0
260 y 280 se mide la absorcion de los anillos
aromaticos. A 230 se mide la absorcién del
doble enlace en el enlace peptidico de las
proteinas.
- el valor de concentracion se obtiene a partir de las
D.0O.260 (Maniatis et al, 1982) :
RNA : 1 U = 40 pgr RNA/ml
DNA : 1 U = 50 pugr DNA/ml
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Otros autores (Clemens, 1984) dan la equivalencia:
RNA : 1 U = 43.45 pgr RNA/ml

2.3.2 PURIFICACION DE RNA TOTAL

Las ribonucleasas (RNAsas) son enzimas extremadamente
activos y resistentes a condiciones ambientales drasticas. Es
importante emplear material de vidrio, porcelana y plastico libre
de RNAsas (ver ap. 2.2) asi como reactivos especialmente
preparados y manipular siempre material y muestras con guantes de
plastico o latex.

El protocolo que se describe a continuacion fue tomado de
Dean et al. (1983).

PROCEDIMIENTO

1. Triturar 20 g de tejido en un mortero, preenfriado en nieve
carbonica, en presencia de nitrogeno liquido y de arena de
cuarzo (1 g / 10 g de tejido) (nota a).

2. Sacar el mortero con la harina formada de la nieve carbonica
anhadir lentamente 6 ml de tampon de extraccidon y 6 ml de
fenol saturado (libre de RNAsas) removiendo despacio
mientras se tritura el tejido. Seguir +triturando hasta que
la masa formada licue (nota e).

3. Pasar 1la disolucién a un tubo Corex de 30 ml. Incubar a 65°C
en un bano durante 10 min. Agitar con vortex
intermitentemente (nota b).

4. Centrifugar a 8000 g.a.v. (8000 rpm rotor Beckman JA20) 15 min
a 20°C (nota d).

5. Recoger la fase acuosa procurando no arrastrar interfase, muy
gruesa.

6. Reextraer la fase organica, inferior, con 1 volumen de tampdn
de extraccion. Mezclar agitando con vortex, centrifugar como
en 4.

7. Recoger la fase acuosa y anadirla a la de 5.

8. Si se observa que la interfase no es sd6lida se puede realizar
una segunda reextraccion de la fase organica como en 6. En
ese caso recoger la fase acuosa y anadirla a las demas.

9. Ahadir el mismo volumen de cloroformo-isoamilico que el de la
suma de fases acuosas. Agitar con vortex. Centrifugar como
en 4.

10. Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo Corex de 30
ml. Ahnadir 1 volumen de disolucion de cloruro de litio +
urea (nota c). Agitar.

11. Dejar precipitando toda la noche a 4°C.

12. Centrifugar a 12000 g.a.v. (10000 rpm rotor Beckman JA20) 20
min a 4°C.

13. Decantar el sobrenadante, aspirar las gotas y secar en vacio.

14. Resuspender el sedimento en 0.8 ml de tampdn de resuspension.
Pasar la muestra a un tubo eppendorf.
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16.

17.
18,
19.
20.
21,

22.
23.
25.
26.

27.

Anadir 1 volumen de fenol saturado. Agitar con vortex,
centrifugar dos min. Pasar el sobrenadante a nuevo
eppendorf .

Anadir 1 volumen de fenol - clorpformo - iscamilico. Agitar
con vortex, centrifugar 2 min. Pasar el sobrenadante a nuevo
eppendorf .

Anadir 1 volumen de cloroformo-isoamilico. Agitar con vortex,
centrifugar 2 min. Pasar el sobrenadante a nuevo eppendorf.
Anadir 0.1 volumenes de acetato sodico 3M pH 4.8 ¥y 2

volumenes de etanol absoluto frio (-20°C). Agitar.

Dejar toda la noche a -20°C.

Centrifugar 20 min a 4°C.

Anadir 1 ml de etanol al 70%. Agitar hasta que se resuspenda
el pellet.

Centrifugar 15 min a 4°C.

Decantar el sobrenadante. Secar.

Resuspender en 100 pl de agua libre de RNAsas.

Medir la absorcién a 230, 260, 280 ¥ 310 nm, comprobar la
concentracién y la calidad de la preparacion en un minigel
de agarosa 1.5 % (ver ap.2.3.1 nota f).

Conservar congelado a -70°C.

DISOLUCIONES

Tampon de extraccion

Tris-HC1 50 mM pH 7.5
EDTA 100 mM

NaCl 150 mM

SDS 1 %

acido iodoacético 1 %

Se prepara a partir de disoluciones stock y de agua
libre de RNAsas. El Aacido iodoacético se anade en el
ultimo momento a partir de una disolucidn stock al 10
%l

Tampdn _de resuspension

Tris-HC1 50 mM pH 7.5
EDTA 10 mM
SDS 0.5 %

OBSERVACIONES

a.

Es muy importante que el tejido se mantenga congelado mientras
se tritura para minimizar el peligro de degradacién del RNA
por RNAsas endogenas. Por el mismo motivo es también
importante trabajar en hielo siempre que sea posible.

La extraccion con fenol-SDS da lugar a preparaciones con poca
contaminacién de proteinas, pero con DNA. Esta contaminacion
de DNA se minimiza s8i se realiza la extraccién a 65°C.

La precipitacion con cloruro de 1litio + urea da lugar a
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preparaciones de RNA  basicamente libres de DNA,
polisacaridos y proteinas.,

d. lLa sal potasica de dodecilsulfato (SDS) es poco soluble. Por
ello, hay que evitar la presencia de iones K* siempre que en
la disolucion haya SDS. Las centrifugaciones en las
extracciones con fenol se hacen a temperatura ambiente para
evitar la precipitacion del SDS que puede retener RNA en la
fase solida que aparece.

e. E1 fenol produce quemaduras graves por lo que es conveniente
utilizar guantes y gafas protectoras. El cloroformo es
peligroso y el alcohol isocamilico es venenoso por lo que
deben manejarse con cuidado y en campana de gases (Casey y
Davidson, 1977).

f. La relacion de densidades Opticas a 260 nm y 280 nm debe ser
de 2 para que la preparacién de RNA se considere éptima (ver
ap.2.3.1 nota f).

2.3.3 PURIFICACION DE DNA PLASMIDICO

Se han desarrollado diferentes técnicas para aislar DNA
plasmidico en E. coli. Todas ellas comprenden tres etapas
basicas :

1. crecimiento de la bacteria y amplificacién del plasmido

2. sedimentacion y lisis de la bacteria

3. purificacion del DNA plasmidico.

A diferencia del DNA del cromosoma de E. coli la replicacidn
del plasmido, con replicones derivados de ColEl, no requiere de
la sintesis de proteinas. El DNA plasmidico se puede amplificar
selectivamente anadiendo al medio un agente inhibidor de la
sintesis proteica como el cloramfenicol. De esta manera se
obtienen rendimientos 10 a 20 veces superiores respecto a
cultivos sin amplificacion. Este fendmeno de amplificacién no
esta demostrado para plasmidos como pBR322 (Bolivar et al., 1977)
pero es evidente para otros menores como los plasmidos de la
serie pUC (Norrander et al., 1983).

Los diferentes métodos de purificacion del DNA plasmidico
se basan fundamentalmente en la gran diferencia de tamafno entre
el DNA del cromosoma de E. coli y el de 1los plasmidos que
usualmente son empleados como vectores. La gran diferencia de
tamano existente entre el DNA del plasmido y el DNA del cromosoma
de E. coli es la causa de que el primero conserve la estructura
circular cerrada covalentemente mientras que el segundo se
fragmenta en forma de largas cadenas lineales al lisar las
bacterias. La exposicion 'a condiciones desnaturalizantes como el
calor o el medio alcalino (hasta pH 12.5) produce la rotura de la
mayor parte de los puentes de hidrogeno del DNA, desnaturalizando
completamente las moléculas lineales. En esas mismas condiciones
las moléculas circulares de DNA plasmidico mantienen su

configuracién nativa.
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2.3.3.1 Purificacién de DNA plasmidico en gran escala :
amplificacion

L

Esta técnica permite obtener cantidades elevadas (0.5 a 5 mg
de DNA por litro de cultivo bacteriano} de DNA plasmidico de gran
pureza. La purificaciéon final se basa en el diferente
comportamiento del DNA plasmidico y del DNA del cromosoma de E.
coli cuando se ultracentrifugan en gradientes de cloruro de cesio
que contienen cantidades saturantes de un agente intercalante
como es el bromuro de etidio. El DNA lineal y el circular con una
cadena abierta ("nicked dsDNA)" son capaces de atrapar mas agente
intercalante, reduciendo su densidad en mayor grado que el DNA
circular cerrado- -covalentemente, bandeando en diferentes
posiciones del gradiente.

El procedimiento que se describe se basa en el de lisis
alcalina de Birmboim 3 Doly (Birmboim y Doly, 19739) tomado de
Maniatis ¥ col. (Maniatis et al., 1982) y modificado.

densidad dei DN4 de doble cadera

densidad tg/ml} = 0,088 (& (G + C)) + i.600 g/al.mol

505 {G+) densidad
dsDNA superenrroliado 1,709 g/al
dsDNe "nicked’ 1,54 g/ai
sEDhA i.100 grmi
sshNA 1,50 g/nl
proteina 1,33 g/l

notas:

a, dsDNA "nicked” atrapa mas bromuro de etidio
que dsDNA superenrrollado,

D. ei bromuro de etidio a saturacion produce
reducciones de densidad dei dsDNA de
aproximadamente 0,15 g/ml

c. el efecto del bromuro de etidio es el de
reduccion de ia densidad en gradientes de
cloruro de cesio.

Tabla 2.3 Densidades de diferentes formas de DNA y RNA

en gradientes de cloruro de cesio (Schildkraut y
Lifson, 1962).
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PROCEDIMIENTO

Se describe el protocolo adaptado para plasmidos de la serie

pUC (Norrander et al., 1983) de Maniatis y col. (Maniatis et al.,

1982).

a. Crecimiento de las bacterias

1. Inocular un tubo de cultivo con 3 ml de medio LB + ampicilina
(100 pg/ml) con una colonia aislada o a partir de un stock
glicerinado (nota a). '

2. Hacer crecer toda la noche con intensa agitacion a 37°C.

3. Inocular con 1 ml del cultivo un matraz de 2 1 que contiene
500 ml de medio LB + ampicilina (100 pg/ml).

4. Hacer crecer con intensa agitacién (200-250 rpm) a 37°C hasta
una D.O.e00 de 0.8 (nota b).

5. Anadir 2.5 ml de una disolucién de cloramfenicol (34 mg/ml en

etancl). La concentracion final del cultivo sera de 170
pg/ml.

6. Incubar de 12 a 18 h a 37°C con intensa agitacion.
b. Sedimentacion y lisis de las bacterias

7. Dejar 10 a 20 min en hielo (4°C).

8.

10'
11.

C.

Sedimentar las bacterias por centrifugacion a 3000 g.a.v.
(8000 rpm rotor Beckman JA10) en botellas de polipropileno
de 500 ml (Beckman 339997) 10 min a 4°C. Eliminar el
sobrenadante (nota c,d).

Resuspender el sedimento bacteriano en 7 ml de disolucion 1
fria (4°C) con ayuda de una varilla de cristal engrosada en
la punta.

Anadir 35 mgr de lisozima en polvo a cada botella, agitar
hasta que se disuelva (vortex).
Dejar a temperatura ambiente 5 min.

Purificacion del DNA plasmidico

12l

13.

14,

15.
16.

1?'
18,

19.

Anadir 14 ml de disolucién I1 (a temperatura ambiente).
Agitar por inversion repetidas veces. La disolucidn adquiere
una elevada densidad.

Dejar en hielo 10 min (nota e).

Neutralizar afiadiendo 10.5 ml de acetato potdsico 5M pH 4.8
frio (4°C). Agitar por inversién repetidas veces.

Dejar en hielo 10 min.

Centrifugar a 3000 g.a.v. (8000 rpm rotor Beckman JA10) 20
min a 4°C.

Cuidando de no arrasttar sedimento pasar el sobrenadante de
cada botella a dos tubos Corex de 30 ml.

Ahadir 0.6 vol de isopropanol a cada tubo (12 ml). Agitar
bien y dejar a temperatura ambiente 15 min como minimo.

Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JAZ20) 10
min a 20°C (nota f).
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20.
21.
22.

23,

24.
25.

26.
27.

28'

29.

30 .

31.

32,

33'

34,

35.
36.

37.

Eliminar por aspiracion el sobrenadante, asi como las gotas
de las paredes. Secar al vacio.

Resuspender el sedimento de cada tubo en 1.5 ml de tampon TE
ﬁ‘l ?.5. ’

Anadir 5 pl RNAsa A (10 mg/ml) a cada tubo. Concentraciocn
final de 50 pg/ml. Incubar a 37°C 20 a 30 min.

Juntar las disoluciones de DNA correspondientes a cada
plasmido (3 ml) en tubos Corex de 15 ml. Anadir 3 ml de
cloroformo. Agitar con vortex.

Centrifugar a 12000 g.a.v. (10000 rpm rotor Beckman JA20) 2
min a 20 °C,

Tomar la fase superior y medir cuidadosamente el volumen.
Anadir TE pH 7.5 hasta 3.4 ml.

Disolver 3.5 g de cloruro de cesio.

Pasar la muestra a un tubo de ultracentrifuga de 4 ml (Quick
Seal™ , Beckman 342412) con ayuda de una pipeta Pasteur.
Anadir 100 pl de una disolucién de bromuro de etidio (10
mg/ml). Terminar de llenar el tubo con aceite mineral, hasta
que no quede aire en el interior.

Equilibrar tubos apareados hasta una diferencia de peso
inferior a 30 mg. Sellar.

Ultracentrifugar a 286000 g.a.v. (60000 rom rotor vertical
Beckman VTi80) durante 12-15 h a 25°C. La aceleracion sera
maxima y la parada se hara sin freno.

Extraer con ayuda de una pipeta Pasteur la banda de DNA
plasmidico, inferior, cuidando de no arrastrar la superior
(DNA lineal y dsDNA '"nicked") (ap. 2.3.1) (nota g).

Eliminar el bromuro de etidio por extracciones sucesivas con
isopropanol saturado en tampon TE pH 7.5 NaCl 5 N. Realizar
extracciones hasta que no se aprecie color rosado en la fase
alcoholica (superior) (nota hj).

Pasar la muestra a un tubo Corex de 15 ml. Anadir 3 vol de
tampén TE pH 7.5 y 10 vol de etanol absoluto frio (-20°C).
Agitar. De no apreciarse formacién inmediata de un
precipitado blanco dejar mas de 2 h a -20°C.

Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 20
min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante, lavar con 10 ml de etanol al 70%.

Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 20
min a 4°C.

Resuspender el DNA en 1 ml de tampén TE pH 7.5. Comprobar la
concentracién de 1la preparacidon por absorcién a 260 nm (1 U
D.0O.260 corresponde a una concentracién de 50 pg/ml de
dsDNA). Cargar una alicuota en un minigel para verificar la
concentracién y la calidad. Conservar congelado a -20°C.

DISOLUCIONES

Disolucidén I

glucosa 50 mM
Tris-HC1 25 mM pH 7.5
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EDTA 10 mM

Se prepera a partir de una disolucién Tris-HC1 50 mM PH
7.5 EDTA 20 mM, esterilizada en autoclave (solucién 1
(x2)) ¥ de una disolucion concentrada de glucosa 1 M.
Por cada plasmido procesado :

3.5 ml disolucion 1 (x2)

0.318 ml glucosa 1 M

3.2 ml de agua estéril

Disolucion I1

NaOH 0.2 N
SDS 1 %
Se prepara Jjusto antes de usarla a partir de las
soluciones stock de NaOH 10 N y de SDS 10% (w/v).
Mantener a temperatura ambiente pues si se enfria
precipita el SDS. Por cada plasmido :
0.28 ml NaOH 10 N
12.32 ml agua estéril
1.4 ml SDS 10 %

OBSERVACIONES

a. La utilizacion de un antibidtico u otro depende del plasmido
en cuestion. En el caso de los plasmidos pUC se trata de
ampicilina (concentracion en el medio 50 a 100 pg/ml), en el
caso de pBR322 ©puede ser ampicilina o tetraciclina
(concentracién en el medio 12.5 pug/ml).

b. La densidad o6ptica a 600 nm que debe alcanzar el cultivo es de
aproximadamente 0.8 en el caso de cepas recA- y de 0.4 si la
cepa es recAt.

c. Cuando el volumen de cultivo supera los 400 ml se realizan
varias centrifugaciones para sedimentar las células, todas
en la misma botella a fin de recoger Jjuntos los sedimentos
bacterianos.

d. Una vez sedimentadas las células el sobrenadante se debe
esterilizar en autoclave 20-30 min a 121°C o 1 atmdsfera de
sobrepresion.

e. Es importante para evitar desnaturalizacion del DNA plasmidico
respetar los tiempos de los pasos 13 a 15.

f. Conviene no realizar la centrifugacién de la precipitacién con
isopropanol a una temperatura inferior a 20°C pues las sales
pueden precipitar debido a su elevada concentracidn.

g. El bromuro de etidio produce roturas en las hebras de DNA
("nicks") en presancia de la 1luz. Conviene proteger los
tubos de DNA + bromuro de etidio con papel de aluminio.

h. Es importante eliminar el bromuro de etidio inmediatamente
despues de aislar las bandas del gradiente. Se observa que
si se conservan en frio (4°C) incluso protegidas de la luz
se dificulta considerablemte la extraccién de bromuro de .
etidio siendo imposible eliminarlo completamente.
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2.3.3.2 Purificacion del DNA plasmidico en pequena escala .
minipreps
. ]

Se trata de una técnica que se basa en los mismos principios
que la anteriomente descrita pero que se ha adaptado a la
manipulacion de muchas muestras a la vez, con pequenos volumenes
de trabajo. E1 DNA obtenido, de relativa pureza, es suficiente en
muchos casos para realizar estudios de mapado fisico del DNA
(localizacién de dianas de restriccidn), asi como hibridaciones.

Tomada de Maniatis y col. (Maniatis et al., 1982) vy
modificada.

PROCEDIMIENTO

1. Inocular un tubo de cultivo con 4 ml de medio LB + antibiodtico
(ampicilina a 100 pg/ml para plasmidos pUC) con una colonia
aislada.

2. Incubar durante la noche (>12 h) a 37°C con vigorosa
agitacion.

3. Pasar 1.5 ml del cultivo a un tubo eppendorf. Centrifugar 10
min en centrifuga eppendorf a temperatura ambiente.
Conservar el resto del cultivo a 4 °C (nota a).

4, Eliminar el sobrenadante por aspiracién. Centrifugar 10 s y
eliminar el resto de medio. Mantener en hielo.

5. Resuspender en 90 pl de disolucidon I (fria a 4°C) con ayuda de
una pipeta Gilson P200.

6. Anadir 10 ml de disolucién I + lisozima. Dejar 5 min a
temperatura ambiente.

7. Anadir 200 pl de disolucidén II. Agitar por inversidn. Dejar 5
min en hielo (nota b).

8. Anadir 150 pl de acetato potasico 5 M pH 4.8 frio (4°C).
Agitar el tubo invertido con el vortex. Dejar 5 min en
hielo.

9. Centrifugar 5 min en centrifuga eppendorf a temperatura
ambiente.

10. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, cuidando de no
arrastrar nada de sedimento (nota c).

11. Anadir un volumen igual de fenol-cloroformo (450 pl), agitar
con vortex 15 s. Centrifugar 5 min a temperatura ambiente.

12. Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo eppendorf.

13. Anadir un volumen de cloroformo-iscamilico (450 pl). Agitar
con vortex 15 s. Centrifugar 5 min a temperatura ambiente.

14, Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo eppendorf.

15. Anadir 2 volumenes de etanol (900 ul) a temperatura ambiente.
Agitar con vortex. Dejar 5 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 5 min.

16, Eliminar el etanol por aspiracién. Se puede ver un sedimento
blancuzco. Secar en vacio 5 min.

17. Resuspender en 10 pl de tampén TE pH 7.5 RNAsa A.

18. Dializar la disolucién de DNA frentea TE pH 7.5. En una
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microplaca se colocan 5 ml de TE pH 7.5 en cada cubeta, y
1/4 de filtro Millipore tipo VM (¢ poro de 0.05 um),
cuidando de que la cara superior del filtro sea brillante
{hidréfuga). Colocar la gota de la disolucién de DNA sobre
el filtro y dejar dializando durante 30 & 60 min a
temperatura ambiente.

19. Recuperar el DNA y pasarlo a un tubo eppendorf. Se puede

analizar en minigel de agarosa 0.7 al 1.0 % 1 pl de la

solucion. Conservar el DNA congelado a -20'C.

DISOLUCIONES

Las disoluciones I y II coinciden con las empleadas en el

método de amplificacion de DNA plasmidico (ap.2.3.3.1).

Disolucidn 1

glucosa 50 mM

Tris-HCl 25 mM pH 7.5

EDTA 10 mM
Por 1 ml de disolucién : 40 pl glucosa 1 M, 500 pl
disolucion I (2x) y 460 pl agua estéril. Mantener en
hielo.

Disolucion I + lisozima

glucosa 50 mM

Tris-HC1l 25 mM pH 7.5

EDTA 10 mM

lisozima 40 mg/ml
Se prepara anadiendo lisozima en polvo a la disolucidn
1. Preparar inmediatamente antes de utilizar. Mantener
en hielo.

Disolucidn II

NaOH 0.2 N

SDS 1 %
Para 2 ml de disolucién : 200 pl SDS 10 %, 1760 pl agua
estéril y 40 pl NaOH 10 N. No enfriar pues precipita
SDSc

Tampon TE pH 7.5 RNAsa A

Tris-HC1 10 mM pH 7.5

EDTA 1 mM

RNAsa A 20 pg/ml )
Anadir 2 pl RNAsa A (10 mg/ml) por ml tampon TE pH 7.5.

OBSERVACIONES
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a. El resto del cultivo se suele emplear, cuando el plasmido es
el adecuado, para obtener un glicerinado de stock. Anadir
1.5 ml de cultivo a un criotubo (NUNC 3-68632) con 200 pl de
glicerol, agitar con vortex y congelar a -80°C.

b. Es importante que la incubacién con la disolucién II en hielo
(NaOH) sea exactamente de 5 min. Si se incuba mas tiempo
aparece una forma del plasmido de mayor movilidad
electroforética correspondiente al DNA de cadena sencilla.

c. Es importante no arrastrar sedimento de la precipitacion con
acetato potasico (paso 10) pues puede provocar inhibicién de
algunos enzimas de restriccion.

d. Con este método se han obtenido rendimientos de DNA desde 0.3
pgr (para plasmidos M13) hasta 3.0 pgr (plasmidos pUC). En
general " el rendimiento es tanto mayor cuanto menor es el
tamano del plasmido.

2.3.3.3 Preparacion de la forma replicativa (RF) de M13

PROCEDIMIENTO

1. Seleccionar las células E. coli JMI109 F* en medio minimo +
glucosa. Sembrar las ceélulas por agotamiento en estria e
incubar a 37°C durante 48 h en posicién invertida (nota a).

2. Inocular un tubo de cultivo con 4 ml de medio LB con una
estria. Crecer durante la noche (>12 h) con vigorosa
agitacion.

3. En un tubo de cultivo con 4 ml de medio LB anadir 50 ul de
cultivo de E. coli JMI0Y F* y una calva de bacteriofago
empleando una aguja estéril (tubo B).

4. Inocular un tubo de cultivo con 4 ml de medio LB con una
colonia aislada de E. coli JM109 F* desde una placa de medio
minimo M9 + glucosa (tubo A).

5. Incubar el tubo A ¥ el tubo B durante toda la noche a 37°C con
vigorosa agitacion.

6. Inocular 500 ml de LB en un matraz de 2 1 con 2 ml de
precultivo de bacteria (tubo A). Crecer a 37°C con vigorosa
agitacidén hasta alcanzar una D.O.s00 de 0.6 (aproximadamente
4 a5 h).

7. Anadir 1 ml de la suspension de bacteriofago (tubo B), y
crecer 3 h a 37°C con vigorosa agitacién.

8. El cultivo se procesa como se describe en ap. 2.3.3.1.

OBSERVACIONES

a. Es importante que las células de la cepa E. coli JM109 F+
procedan de una placa de medio minimo M9 fresca a fin de
evitar la pérdida del factor F en el cultivo en el medio LB,
medio rico, no selectivo.
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2.3.4 PURIFICACION DE DNA DEL BACTERIOFAGO LAMBDA

El bacteriofago lambda es un virus de DNA de doble cadena
con un genoma de aproximadamente 50 kbp. En las particulas
virales el DNA se encuentra en forma lineal con extremos de
cadena sencilla de 12 bp cohesivos entre si, los extremos cos.
Inmediatamente despues de infectar una bacteria el DNA se
circulariza uniendose 1los extremos cos ¥y se transcribe como una
molecula circular. Es en esta etapa de infeccion temprana en la
que se produce la decisidén entre seguir el ciclo litico o
insertarse en el genoma bacteriano (ciclo lisogénico). Durante el
ciclo litico el DNA circular se replica numerosas veces en la
célula, sintetizandose un gran numero de productos génicos del
bacteriofago que permiten la formacidén y maduracidn de nuevas
particulas virales. La célula lisa y los nuevos bacteriéfagos se
liberan al medio. Durante el ciclo lisogénico el bacteridéfago se
integra en el genoma bacteriano y se transmite a la progenie como
un gen mas (para una revision de la biologia de lambda ver
Hendrix et al. (1983) y Ptashne (1986).

Desde la primera demostracion de la wutilidad del
bacteriéfago lambda como vehiculo de clonaje (Murray y Murray,
1974; Rambach y Tiollais, 1974; Thomas et al., 1974) se han
construido una gran variedad de vectores (Williams y Blattner,
1980; Hendrix et al., 1983; Pouwels et al, 1985). Los vectores
derivados de lambda se clasifican en dos grandes grupos :
vectores de insercidn, aquellos que admiten DNA extrano insertado
en su genoma, ¥y vectores de sustitucidn, que admiten DNA extrano
sustituyendo DNA propio. De 1los vectores que hemos empleado
lambda~-NM1150 es un vector de insercién y lambda Charon-35 lo es
de sustitucion.

La preparacion de DNA procedente de un bacteriéfago no se
diferencia en mucho de los métodos generales de obtencion de DNA.
Sin embargo, la obtencién del bacteriéfago como material
biolégico presenta ciertas peculiaridades que dependeran, en
primer lugar, del bacteriéfago en cuestion.

Hay fundamentalmente dos técnicas para la preparacion de
grandes cantidades de DNA de bacteriofago lambda. La primera
supone la infeccién de un cultivo bacteriano a baja
multiplicidad. El cultivo infectado se inocula entonces en un
gran volumen de medio. Inicialmente la concentracion de
bacteriéfago es baja y las células no infectadas en el cultivo
continuan dividiéndose durante algunas horas. Sin embargo,
despues de sucesivos giclos de infeccidén la totalidad de la
poblacién estad infectada y se produce una lisis completa del
cultivo. Este método da buenos rendimientos pero como
inconvenientes hay que destacar que es muy importante ajustar la
multiplicidad de infeccién original pues afecta de modo
importante el rendimiento del proceso. Asimismo hay que destacar .
que la multiplicidad de infeccidn éptima varia con los vectores.
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El segundo método supone induccion de un cultivo de un lisogeno.
Este método da elevados rendimientos cuando el represor cl es
termosensible (ej cI857), pero solo puede emplearse con
bacteriofagos que formen lisogenos estables.

En nuestro caso se empled la primera técnica. Se describen
técnicas de purificacion de DNA de lambda segun Davis et al.
(1980) y Maniatis et al. (1982), modificadas.

2.3.4.1 Purificacion a pequena escala de DNA de lambda :
minipreparaciones

Esta técnica se emplea para obtener cantidades de DNA
pequenas pero suficientes para realizar mapas fisicos de los
insertos. Permite analizar un numero elevado de muestras,
usualmente despues de un proceso de busqueda ("screening’) de
clones especificos en una biblioteca de DNA.

Se precisa disponer de una suspensién de bacteriofago de un
titulo minimo de 106 a 107 u.f.p./ml. El1 titulo de un lisado se
define por el numero de unidades formadoras de placa (u.f.p.) por
ml. Para titular un lisado se prepara un banco de diluciones
crecientes (1/102, 1/104, 1/108, etc) de forma que alguna de
ellas presente un mimero de calvas de lisis suficientemente
reducido para que se puedan contar. El titulo sera el numero de
calvas leidas multiplicado por el inverso de la dilucidn
empleada.

Se describe a continuacién el proceso seguido a partir de
una placa de cultivo con calvas aisladas de un bacteriofago del
que se desea preparar DNA.

PROCEDIMIENTO

a. Preparacion de un lisado con titulo suficiente

1. Inocular un tubo de.cultivo con 3 ml de medio LB MgSOs 10 mM
con una estria de una placa fresca de la cepa receptora del
bacteriéfago. Utilizar E. coli 555 recA- como receptora de
lambda-cIB857 y de lambda-Charon 35, y E. coli Y1090 como
receptora de lambda-NM1150. Incubar a 37°C toda la noche con
agitacion vigorosa (nota a).

2. Picar una calva aislada de la placa de cultivo con una pipeta
Pasteur estéril. Poner el cilindro de agar en un tubo
eppendorf .

3. Anadir 500 pl de tampon lambda dil y, seguidamente 20 pl de
cloroformo. Dejar a temperatura ambiente un minimo de 2 h o
una noche a 4°C. Una agitacién no violenta ayuda a la
difusién de las particulas de bacteriofago.

4. Preparar dos placas con 10 y 100 pul del eluido de
bacteri6fago. Para ello se ponen en tubos de cultivo con 100
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ul de cultivo fresco de bacterias 10 y 100 ul de eluido
respectivamente. Se incuban a 37°C durante 25 min. Ahadir 3
ml de disolucidén de agar blando fundido y atemperado a 42°C.
Agitar y verter sobre placas de cultivo LB Agar. Dejar 20
min a temperatura ambiente para que solidifique el agar
antes de mover las placas.

5. Incubar toda la noche a 37'C en posicion invertida (nota b).

6. Alguna de las dos placas, o las dos, presentaran una gran
densidad de calvas de lisis. Anadir a la mas poblada 5 ml de
tampon lambda dil, y dejar 2 - 3 h a temperatura ambiente en
una bandeja con agitacion suave.

7. Pasar el tampon de encima de la placa a un tubo de cultivo con
una pipeta Pasteur estéril. Anadir 100 pl de cloroformo.
Agitar.

8. Conservar el eluido a 4°C. En general, el titulo es ya
suficiente para poder obtener minipreparaciones de DNA de
lambda.

9. Preparar un banco de diluciones (10-2, 10-4, 10-¢, 10-5) del
eluido con tampon lambda dil. Plaguear 10 pl de cada
dilucidn tal como se describe en 4.

10. Calcular el titulo como la media del observado para dos
placas, por lo menos.

b. Cultivo ligquido

11. Preparar un cultivo de la cepa receptora como en 1.

12. Medir la densidad o6ptica de una dilucidn 1/10 en medio LB del
cultivo a 600 nm.

13, Calcular la concentracion de células (células/ml) en el
cultivo (1 U D.O.s00 corresponde a 8.10% células/ml) (Davis,
1980).

14. Mezclar en un tubo de cultivo 6.10% células con :
1.125.10° u.f.p. si se trata de lambda-Charon 35
1.125.10¢ u.f.p. si se trata de lambda cI857 o lambda NM1150

15. Incubar a 37°C durante 25 min.

16. Inocular un matraz de 50 ml con 15 ml de medio LB MgSO¢ 10
mM.

17. Incubar a 37°C durante 5 - 9 h con vigorosa agitacién. A
partir de las 5 h algunos cultivos lisan, presentando un
aspecto turbio y con abundantes restos bacterianos en forma
de hebras (nota c).

18, Cuando 1la lisis del cultivo sea aparente anadir 300 pl de
cloroformo. Agitar 10 min a 37°C con vigorosamente.

19. Conservar los cultivos lisados en hielo. Pasar el lisado a un
tubo Corex de 30 ml.

20. Centrifugar a 8000 g.p.v. (8000 rpm en rotor Beclkman JA20) 10
min a 4°C,

21. Pasar el sobrenadante a un tubo Corex de 30 ml, cuidando de
que no pase nada de cloroformo, que suele quedar bajo el

sedimento. R
22. Anadir 15 pl DNAsa I (1 mg/ml) y 1.5 upl RNAsa A (10 mg/ml). _J,eéw-.r 024
Incubar 30 min a 37°C. N “y

z
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23,

26.
27.
28.
29,

30.

31.

32.

Anadir 15 ml de disolucion PEG + NaCl fria (4°C). Incubar al
menos 1 h a 4°C,

Centrifugar a 10000 g.a.v. (12000 rpm en rotor Beckman JAZ20)
20 min a 4°C. .

Eliminar el sobrenadante por aspiracion, cuidando de
arrastrar al maximo posible las gotas de las paredes del
tubo (nota d).

Resuspender el sedimento en 500 pul de tampon lambda dil.

Pasar a tubo eppendorf.

Centrifugar 2 min a temperatura ambiente. Pasar sobrenadante
a nuevo eppendorf.

Anadir 2,5 ml SDS 10 % y 5 ul EDTA 0.5 M pH 8.5. Incubar 15
min a 68°C.

Anadir - 500 ml-de fenol saturado. Vortex intenso. Centrifugar
5 min a temperatura ambiente. Pasar la fase superior a nuevo
eppendorf .

Anadir 500 pl de fenol - cloroformo - isoamilico. Agitar con
vortex. Centrifugar 2 min. Pasar la fase superior a nuevo
eppendorf .

Anadir 500 ul de cloroformo - isoamilico. Agitar con vortex.
Centrifugar 2 min. Pasar la fase superior a nuevo eppendorf.

Anadir 12 pl NaCl 5N y 1 ml de etanol absoluto frio (-20°C).
Agitar. Inmediatamente aparece un precipitado blanquecino.
Centrifugar 15 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por aspiracion. Lavar con 1 ml de
etanol al 70 %. Centrifugar 15 min a temperatura ambiente.

Eliminar el sobrenadante por aspiracién. Secar al vacio.

Resuspender el sedimento en 20 ml de tampon TE pH 7.5.
Microdializar la muestra de DNA como se describe en
ap.2.3.3.2 (20 y 21).

Analizar 2 yl en minigel agarosa al 0.7 ¥ para determinar
concentracién y calidad.

DISOLUCIONES

Medio LB MgSO._10 mM

Se anaden 10 pl de una disolucion MgSO4 1 M estéril por
ml de medio LB estéril.

Disolucion de agar blando

0.65 % agar en medio LB

Tampon lambda dil

Tris-HC1 10 mM pH 7.5

MgSO;s 10 mM
Se prepara a partir de soluciones stock y se esteriliza
en autoclave. Conviene manipularlo en cantidades
pgqueﬁas ~ para asegurar su esterilidad a
Mm1Croorganl smos .
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Disolucion PEG + NaCl en lambda dil

PEG 6000 20 %

NaCl 2.5 M

Tris-HC1 10 mM pH 7.5

MgS0Os 10 mM
Se prepara a partir de soluciones stock. Se esteriliza
en autoclave. Conservar a 4'C.

OBSERVACIONES

a. Los pasos del 1 al 18 se han de realizar en condiciones de
esterilidad microbioldgica. Cuando el lisado obtenido en 20
se emplee como indéculo se mantendran las condiciones de
esterilidad. En el resto de los pasos es suficiente mantener
el material libre de DNAsas.

b. En una calva de lisis de cada uno de los diferentes
bacteriéfagos empleados se estimé el numero de u.f.p., era
de 2.10° para lambda-Charon 35, y 10 veces méAs para lambda
cI857 ¥y lambda NM 1150. Por ello el titulo de los eluidos de
las placas variaba mucho en funcion del bacteridfago (2.10%
u.f.p/ml eluido para lambda Charon 35, 3.5.101° u.f,.p./ml
eluido para lambda NM1150 y lambda ¢I857). Para obtener
placas con lisis confluyente fue necesario plaquear de 100 a
200 pl de eluido de una calva de lambda Charon 35, y 10 pl
de eluido para lambda cI857 o lambda NM1150.

c. El lisado del cultivo en medio liquido (paso 17) no siempre es
aparente. Por ello conviene incorporar un control gqe
consiste en un cultivo liquido de 15 ml de LB MgSOs 10 mM
inoculados con 6.10% células. Comparando el control con los
cultivos de bacteriofagos determinaremos, por descenso de la
turbidez, el momento de la lisis.

d. El PEG tiene efecto inhibidor sobre algunas endonucleasas de
restriccién. Es importante eliminar al maximo los restos de
la disolucion de PEG + NaCl antes de resuspender el
sedimento.

2.3.4.2 Purificacién a gran escala de DNA de lambda

Se trata de un método fundamentalmente como el anterior pero
en el que los volumenes del cultivo son mayores, hasta 1 1, y en
el que el bacteriéfago se concentra mediante ultracentrifugacion
a través de cojines de cloruro de cesio de diferente densidad,
segun Maniatis (1982). La purificacién del DNA a partir de las
particulas de virus se realiza segin mediante formamida segun
Davis et al. (1980).
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PROCEDIMIENTO

a. Cultivo liguido

]

1. Inocular un matraz de 50 ml con 15 ml de medio LB con una
estria de una placa de la cepa receptora adecuada. Incubar
toda la noche a 37°C con agitacion vigorosa.

2. Medir la D.O.soo del cultivo (dilucién 1/10 en medio LB) ¥
determinar el nimero de células (1 D.O.soo corresponde a
8.10% células/ml).

3. En un tubo de cultivo mezclar 1.101° células con 5.10% u.f.p.
en el caso de bacteriofago lambda-Charon 35, y de 5.107
u.f.p. en el caso de los bacteriéfagos lambda-cI857 o
lambda-NM1150 (notas a, b).

4, Incubar 25 min a 37°C.

5. Inocular en un matraz de 2 1 con 500 ml de medio LB MgS0O; 10
mM atemperado a 37°C.

6. Incubar a 37°C con vigorosa agitaciodn.

7. Seguir la D.O.soo0 del cultivo a partir de las 3 h de la
inoculacién con intervalos de 1 h al principio y de 30 min
cuando sea elevada. La D.O.eo0o &aumenta hasta valores no
superiores a 3.5 o 4 y, bruscamente, desciende hasta valores
que no suelen ser menores de 0.8 debido a la turbidez del
medio causada por los restos celulares.

8. Cuando se produzca el brusco descenso de D.O.soo0 anadir 10 ml
de cloroformo al cultivo. Incubar a 37°C 10 min con vigorosa
agitacion.

10. Dejar en hielo 15 a 20 min.

b. Sedimentacion del bacteridfago

11, Pasar el cultivo a botellas de polipropileno de 500 ml
(Beckman 339997) y centrifugar a 4000 g.a.v. (10000 rpm
rotor Beckman JA10) 10 min a 4°C.

12. Pasar el sobrenadante a un matraz de 1 1.

13. Anadir 50 pl de RNAsa A (10 mg/ml) y 500 pl de DNAsa A (1
mg/ml). Incubar de 30 min a 1h a 37°C (nota c).

14, Anadis 27.2 g de NaCl. Disolver con una barra magnética
estéril agitando de forma suave. Dejar como minimo 1 h en
hielo (nota d, e).

15. Pasar el lisado a botellas de polipropileno de 500 ml
(Beckman 339997). Centrifugar a 4000 g.a.v. (10000 rpm rotor
Beckman JA10) 10 min a 4°C.

16. Pasar el sobrenadante a un matraz de 1 1.

17. Anadir 50 g PEG 6000. Agitar suavemente con una barra
magnética estéril. Dejar al menos 1 h en hielo, si bien es
conveniente dejarlo toda la noche.

18, Pasar el lisado a botellas de polipropileno de 500 ml
(Beckman 339997). Centrifugar a 4000 g.a.v. (10000 rpm rotor
Beckman JA10) 30 min a 4°C.

19. Eliminar el sobrenadante (autoclavarlo antes de desecharlo) y
aspirar al midximo los restos de liquido en la botella. Dejar
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secar invertidas las botellas de 10 a 15 min a temperatura
ambiente.

20. Resuspender el pellet en 4 ml de tampén lambda dil, cuidando
de lavar bien las paredes de la botella.

21. Pasar la suspension de bacteriéfago a tubos Corex de 15 ml.
22. Anadir 4 ml de cloroformo. Agitar rapidamente. Centrifugar a
12000 g.a.v. (10000 rpm rotor Beckman JA20) 2 min a 4°C.

23. Pasar la fase superior a un tubo de cultivo estéril, cuidando
de no arrastrar interfase,

24. Conservar a 4'C hasta ultracentrifugar en cojines de cloruro
de cesio.

c. Ultracentrifugacién : cojines de cloruro de cesio

25. Preparar en botellas de policarbonato de 13.5 ml (Beckman
336090) cojines de cloruro de cesio (nota f), siendo las
capas :

inferior : 1.6 ml de disoluciodn 1.6
media : 3.5 ml de disolucién 1.4

26. Poner sobre los cojines 4 ml de suspension de bacteridéfago.

27. Equilibrar tubos apareados con tampon lambda dil con una
diferencia de peso inferior a los 50 mg. Ultracentrifugar a
128000 g.a.v. (38000 rpm en rotor Beckman 50Ti) 2 h a 22°'C.
Parar sin freno.

28. La banda blanquecina, de bacteriéfago; se localiza en la
interfase entre las capas inferior y media (notas g, h). Se
extrae con una pipeta Pasteur conectada a una jeringa de 2
ml. Pasar a un tubo eppendorf.

29. Preparar en botellas de policarbonato (Beckman 336090) el
segundo cojin de cloruro de cesio, siendo las capas :

inferior : suspension de bacteriofago +
1.5 ml de disolucidén saturada

medio : 4 ml de disolucidn 1.6

superior : 2.5 ml de disolucién 1.3

30. Ultracentrifugar como en 27.

31. La banda de bacteriéfago se localiza en la interfase entre la
capa superior y la media. Extraer con una pipeta Pasteur
conectada a una jeringa de 2 ml. Pasar a un tubo eppendorf.
El volumen resultante es de 0.5 a 1 ml.

d. Purificacién del DNA

Segiin método de la formamida tomado de Davis (1980)

32, Pasar la suspensién de bacteriéfago en cloruro de cesio a un
tubo Corex de 15 ml4 Medir el volumen.
33. Anadir :
0.1 volumen de Tris base 2 M
0.05 volumen de EDTA 0.5 M pH 8.5
1 volumen de formamida desionizada
34, Incubar 30 min a temperatura ambiente.
35. Anadir:
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1 volumen de agua estéril
6 volumenes de etanol absoluto frio (-20°C)
36. Dejar 30 min a -70°C o mas de 2 h a -20°C.
37. Centrifugar a 12000 g.a.v. (10000 ypm rotor Beckman JAZ0) 20
min a 4°C.
38. Eliminar el sobrenadante. Lavar el sedimento con 5 ml de
etanol al 70 %.
39. Centrifugar como en 37.
40, Eliminar el sobrenadante. Secar el sedimento.
41, Resuspender en 1 a 3 ml de tampon TE pH 7.5. La resuspension
es lenta.
42. Determinar la concentracién de DNA por absorcion a 260 nm, y
la calidad analizando una alicuota en un minigel de agarosa
al 0.7 % (nota i).
43, Conservar la disolucién congelada a -20°C.

DISOLUCIONES

Disoluciones de cloruro de cesio en lambda dil

Disoiucion CeCl 1M,  Tris-KCi PH 7.5 (aM; Mz30¢ 18Ny grieCij10 ai tampon lanmbda ci;
disoiucion 1.3 2.3 10 10 4.3

disclucion 1.4 3.6 it il 6.3

disolucion 1.8 .8 10 i0 10.2

dispiucion satur. 8.0 il 10 73]

Esterilizar en autoclave las disoluciones.
OBSERVACIONES

a. Es importante disponer de lisados de bacteridfago con un
titulo elevado con el fin de que, al mezclar el bacteridéfago
con las células receptoras la cantidad de cloroformo
presente en el lisado no mate a las bacterias. En caso
necesario, se puede eliminar el cloroformo incubando el
lisado 10 a 15 min a 37°C antes de anadir las bacterias. Los
titulos de los 1lisados empleados fueron de 5.10% a 5.109
u.f.p./ml para lambda Charon 35, y de 5.10!% wu.f.p./ml para
lambda NM1150 y cI857.

b. Para obtener lisados de titulo suficiente en el caso de lambda
Charon 35, fue necesario obtener un primer lisado a partir
de la elucién de una placa con lisis confluyente. A partir
de este primer lisado, titulado, se podia realizar un
crecimiento en medio liquido a pequena escala (15 a 50 ml)
obteniéndose un segundo lisado que, titulado, era empleado
como indculo del cultivo a gran escala asi como de lisado
stock del aislamiento.

c. Es importante hacer una prolongada digestién del lisado con
DNAsa y RNAsa para evitar que los acidos nucleicos que
liberan las bacterias al lisar atrapen las particulas
viricas, lo que comporta una reduccién en el rendimiento.
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d. En el caso de bacteriéfagos que como lambda cI857 y lambda
NM1150 crecen bien y dan elevados rendimientos es posible
unir en un mismo paso la precipitacién por NaCl y por PEG
(pasos 14, 15, 16 y 17) en una misma precipitacién
disolviendo juntos los dos productos.

e. La agitacion de las soluciones que contienen bacteriéfago ha
de ser lenta y no violenta.

f. Los cojines de cloruro de cesio se montan con relativa
facilidad empleando jeringas de 1 ml concctadas a canulas de
1.0 mm de p. De este modo se puede anadir la disolucidn de
una capa sobre la inferior gota a gota sobre la interfase
produciendo una distorsién minima. La suspensién de
bacteriofago en el primer cojim se afadia directamente con
una pipeta automatica Gilson P200. En el montaje del segundo
cojin un truco que facilita notablemente la operacion es
anadir la disolucién saturada sobre la suspensién del
bacteriofago directamente sobre el tubo de centrifuga de
modo que se forme espuma. Al dejar caer las gotas de las
capas superiores gota a gota sobre las burbujas la
distorsion se minimiza.

g. Despues de la primera ultracentrifugacién el bacteriéfago se
localiza en la interfase inferior, entre las capas de
densidades 1.4 y 1.6. Las proteinas quedan retenidas en la
primera interfase formando una gruesa capa y los acidos
nucleicos pasan hasta la capa inferior donde el RNA
sedimenta. Despues de la segunda centrifugacion el
bacteriofago se localiza en la interfase superior entre las
capas de densidades 1.3 y 1.6, quedando los acidos nucleicos
retenidos en la capa inferior.

h. El bacteriéfago lambda Charon 35 y derivados dan rendimientos
escasos. La banda de virus en los cojines es muy ténue y se
ve con dificultad incluso sobre fondo negro.

i. Los rendimientos dependen fundamentalmente del bacteridfago, y
en nuestras manos fueron de 300 pg/100 ml cultivo para
lambda NM1150 y cI857, y de 50 a 120 pug/100 ml cultivo para
lambda Charon 35.
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2.4 DIGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Muchos microorganismos sintetizan un conjunto de enzimas
denominados endonucleasas de restriccion cuya funcion es proteger
el organismo degradando el DNA extrano. Cada enzima reconoce una
secuencia en el DNA de doble cadena de 4 o 6 nucledtidos. La
secuencia correspondiente en el genoma del organismo se encuentra
modificada por metilacién en adenina o citosina, a diferencia de
las presentes en el DNA extrano invasor. El descubrimiento de
este tipo de enzimas ha dotado de una potente herramienta de
manipulacién de las moléculas de DNA. En la actualidad se han
aislado mas de 350 enzimas (Kessler et al, 1985; Kessler y
H6ltke, 1986).

Se diferencias tres tipos de endonucleasas de restriccion.
Los denominados tipos I y III presentan juntos en la misma
molécula proteica las actividades modificadora (metiltransferasa)
y restrictiva (endonucleasa). Estos dos tipos requieren para su
actividad ATP como cofactor Yy reconocen secuencias no metiladas
en el DNA. Los enzimas de tipo I cortan el DNA al azar y los de
tipo III lo cortan en dianas especificas.

Los enzimas de tipo II son los mas empleados en manipulaciodn
de DNA. Se trata de enzimas que reconocen dianas especificas en
el DNA de doble <cadena y presentan uUnicamente actividad
restrictiva (endonucleasa) estando la actividad modificadora
(metiltransferasa) correspondiente asociada a otra proteina. A
pesar de la diversidad de las fuentes de las que se han aislado
estos enzimas las condiciones de reacciones son esencialmente las
mismas : DNA sustrato incubado a 37°C en una solucién tamponada
de pH cercano a 7.5 y que contiene iones Mg:+*, fecuentemente Nat,
vy el enzima de restriccién. Estos enzimas no precisan ATP pero
son dependientes de Mg?* y reconocen secuencias palindrdmicas de
4 a 6 pares de bases cortando las dos cadenas del DNA en la
secuencia o cerca de ella.

Las ‘condiciones optimas de digestién para los distintos
enzimas no son muy estrictas. Deben considerarse fundamentalmente
dos variables : temperatura y composicion del tampén de
digestion. Los requerimientos en cuanto a temperatura son mas
estrictos que en cuanto a la composicién salina. Se ha llegado a
disefiar un tampon de digestidén adecuado para la mayor parte de
los enzimas (tampon KGB) (McClelland et al, 1988). Por ello, en
la practica, se emplean basicamente tres tipos de tampdn de
digestion diferente, denominados de baja, media y alta fuerza
i6nica. Hay enzimas, como Smal y Xbal, que requieren un tampon
especial (tampén (1), ver disoluciones ap. 2.4.2). En estos
tampones los enzimas no presentan una actividad mAxima, por lo
cual en casos especiales, en que interesd® aumentar el rendimiento
en las digestiones, se emplearon tampones especialmente
preparados para el enzima en cuestidn, descritos como éptimos por
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la casa comercial suministradora.

Las digestiones se hicieron habitualmente a una
concentracion de DNA de 0.1 pg/pul empleando de 2 a 4 veces la
cantidad de enzima requerida. Se entiende por 1 unidad de enzima
de restriccion la cantidad de enzima requerida para digerir 1 pg
de DNA de lambda cI857 en 1 h a la temperatura de digestion
Optima. Las digestiones se incubaron de 1.5 a 3 h.

Las condiciones de digestién usadas habitualmente se
describen en la tabla 2.4.b.

2.4.1 DIGESTION DE DNA CON UN SOLO ENZIMA DE RESTRICCION

PROCEDIMIENTO

1. Diluir el DNA en tampén TE pH 7.5 a una concentracién entre
0.1 y 0.3 pg/pl.

2. Anadir 1/10 de volumen del tampon de digestidn apropiado (11x)
(ver tabla 2.4.b) (nota d).

3. Anadir enzima en exceso de dos a cinco veces la cantidad
necesaria.

4. Mezclar bien y centrifugar brevemente.

5. Incubar de 1.5 a 3 h a la temperatura apropiada.

6. La reaccion se puede detener anadiendo EDTA 0.5 M pH 8.5 hasta
una concentracién final de 10 mM o bien calentando a 70°C
durante 5 a 10 min, si el enzima es sensible a inactivacién
por calor (ver tabla 2.4.b).

7. Tomar una alicuota de 1la restriccién, afadir tampon de
muestras de electroforesis y aplicar en un minigel de
agarosa para visualizarlo.

2.4.2 DIGESTION DE DNA CON MAS DE UN ENZIMA DE RESTRICCION

Si se ha de cortar el DNA con mis de un enzima de
restriccién, las dos digestiones pueden hacerse simultaneamente
si los enzimas pueden actuar en las mismas condiciones de
salinidad. En caso contrario, se realiza primero el corte con el
enzima cuyo requerimiento salino es mas bajo, se corrige la
concentracion salina y se realiza el segundo corte. En el caso de
que las dos dianas de corte estén proximas, pueden producirse
impedimentos para que se realice bien el segundo corte, por lo
que entre uno y otro hay que incluir un proceso de fenolizacidn
de la muestra para extraer las proteinas y una precipitacién con
etanol, resuspendiendo el DNA en un medio adecuado a la actuacién
del segundo enzima. Esto es especialmente importante en la
preparacién de los vectores de clonaje donde las dianas de
restriccién en el "polylinker" estan muy proximas.
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PROCEDIMIENTO

1. Cortar el DNA con el enzima que utiliza el tampon de fuerza
idénica menor (ap.2.4.1). A

2. Inactivar el enzima con EDTA o por temperatura.

3. Anadir 1/10 de volumen del tampon de correccion apropiado
(11x).

4, Afadir el segundo enzima con un exceso de 2 a 5 veces el
necesario.

5. Mezclar bien y centrifugar brevemente.

6. Incubar de 1.5 a 3 h a la temperatura adecuada.

7. Parar la restriccion con EDTA o por efecto de la temperatura.

8. Analizar una alicuota por electroforesis en geles de agarosa o
acrilamida.

DISOLUCIONES

Tampones de digestion

tampon NaCl (mM) Tris-HCl pH 7.5 (mM) MgSO4 _ (mM) DTT (mM)

BAJA 0 10 10 1
MEDIA 50 10 10 1
ALTA 100 50 10 1
(1) 20 (KC1) 10 pH 8.0 10 1
Tampones de digestion (11x)

Para DNA en TE pH 7.5

tampon NaCl (M) Tris-HCl pH 7.5 (M) MgS0s _ (M) DTT (M)
BAJA 0 0 0.13 0.011
MEDIA 0.55 0 0.13 0.011
ALTA 1.10 0.44 0.13 0.011
Tampones de correccion (11x)

tampdn NaCl (M) Tris-HC1 pH 7.5 (M) MgSO4 _ (M)
BAJA a MEDIA 0.55 0.01 0.01
MEDIA a ALTA 0.60 0.45 0.01
BAJA a ALTA 1.10 0.45 0.01
OBSERVACIONES

a. los enzimas de restriccion son estables a -20°C en 50%
glicerina. A temperatura ambiente pierden actividad
rapidamente.

b. Ciertos enzimas, en determinadas condiciones, presentan una
actividad secundaria (actividad ‘“star"), que permite
reconocer una secuencia de restriccidén alterada. En general
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reconocen s6lo los nucledtidos centrales de 1la secuencia de
reconocimiento. Algunas de las causas que provocan esta
actividad se resumen en la tabla 2.4.a, siendo las mas
frecuentes una concentracion de glicerol en el medio de
reaccion superior al 10%, o una relaciéon de unidades de
enzima/ugr DNA superior a 25.

c. La mayoria "de las <cepas de E. coli tienen dos
metiltransferasas de DNA, dam y dcm-metiltransferasas. La
dam-metiltransferasa reconoce la secuencia 5'-GATC-3’
metilando la posiciéon N6 de la adenina. La dom-
metiltransferasa reconoce 1la secuencia 5'-CC(A/T)GG-3’,
metilando la posicion C5 de la citosina. Estas secuencias
forman parte de las dianas de reconocimiento de algunos
enzimas de restriccion, siendo inhibidos por la metilacidn
(ver tabla 2.4.c).

d. En los casos en que fue necesaric cortar bastante:' DNA con un
enzima de restriccién para optimizar la reaccion se
emplearon tampones de digestién o6ptimos como los
recomendados por las propias casas suministradoras. En
nuestro caso se emplearon los tampones suministrados por
Amersham que se detallan a continuacién (concentraciones en
mM, composicidén 1x, se suministran 10x) :

tanpan Trie-HCi  pH hNali Mglis  f-merc B3A Otres Encimag

Ei it (Vi T i 0 6.2 BDTA Sail

Ed 10 7.8 150 [ 7 U Ecokl

Ed Al Tl It b U Fstl

1 10 b.ou o 106 [ i 0 Banil

B il 7.5 ob T f 0 Bindiil
Haelil

Bl B A8 b 6 0.0Z% Epnl

Eid 10 .9 0 i 1 0 Sacl

BlS 10 .0 0 ] { 0 150 BCI  Pwul

Ei§ 19 B0 0 T i 0 0 ECl  Smal
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Tabla 2.4 : Condiciones de reaccién que inducen actividad "star™
en algunos enzimas (de Fuchs y Blakesley, 1983).
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Tabla 2.5

enzima salinidad temperatura ("C)  inmac. calor  diana
Accl pedia 37 Bl GT2A/CG/TAC
Alul media n si AGSCT
Aval media EN| si G$PyCGPuG
Avall nedia 3 Bi GEGCA/TCC
Avrll baja n 31 CCTAGG
Basfl sedia 3 no G3CATCC
Bbvl baja 31 si GCT/AGC
Bell pedia 60 no TGATCA
Bgll media 3 si  GCCNNNNSNGGC
Bglll nedia 3 si ASGATCT
BstRBil nedia 80 no GIGTNACC
BsthI baja 60 o CC2A/TGGC
Ddel pedia 31 8l CITNAG
BcoRI alta 3 no GRAATTC
BeoBII alta 31 gi $CCA/1GG
FnudHI baja n 31 GCSNGC
FouDII baja kY] 31 CGsCE
Hael baja 8i 4/TCCECCT/A
Haell baja 3 81 PuGCGCtPy
HaeIll baja i Bi HR (W
Hgal media 31 8i CACGCNs /14t
HgiAl alta 3 3 GT/AGCT/ASC
Bhal nedia 3 8l GC1GC
HincIl nedia 31 51 GTPytPuAC
RindII pedia i 5l GTPysPuAC
HindIII nedia 3 no ATAGCTT
Binfi nedia 3 3 GANTC
fipal baja K| 5l GTTHAAC
Hpall baja 3 gi (R{HHH
HphI baja 3 si GGTCANy /9 8
Epnl baja 3 5l GGTACHC
Hbol alita 31 Bi $GATC
NboIl baja kY| si GAAGANg 98
Nspl baja i 8i C1CGGC
Pstl sedia 3 8 CTGCASG
Pvul alta it Bl COATCG
Pyull pedia 3 Bl CAGSCTC
Jacl baja 31 8i GAGECTC
Sacll baja 3 8i CCGC3GO
§all alta 3 no GLTCGAC
SauldAl media 3 Bi $GATC
Smal (1) 3 8l CCC3GGE
Taql baja 65 RO T5CGA
Ibal alta 3 si TSCTAGA
Thol alta KA 8i C31CCAC
Inal baja 3 5i C8CCGGE

>

: Condiciones de digestién para los diferentes enzimas
de restriccién (tomada de Maniatis et al(1982)y modificada).
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Endonucleasas sensibles a metilacidn en A

1. sin superposicién con la diana de dam-metiltransferasa

BeoBI GAALTTIC Acel GP(A/C)(G/T)ALC
Hpal GTTAARCY HindII* GTPyPuA*C
HindII  A*A®GCOTT ihol CTCrGALG

NboIl GAAGA® (N)u/y

. con superposicion con la diana de dam-metiltransferasa

BstBIII  GA*TC Cpal GA*TC
Dpnll GA*TC Fnudll  GA*7C
FnuCI GArTC Hbol GA*TC
MnoIII  GA*TC Hosl GARTC
NdeII GA*TC AtuCl TGA* TCA
Bell TGA*TCA BetCI TGARTCA
Cpel TGA* TCA ihal TCTAGA
Taql TCCAr TLhBBI  TCGAT
Clal ATCGA'T

Endonucleasas sensibles a metilacidn en C

1. sin superposicidn con la diana de dca-metiltransferasa

Baafil GCATCHCY Alul AGC'T
HaeIII  GGCICE Ball TGGCECA
Bhal Gerger Haell PuGCrGCPy
Hapli CCrd Hpall WHY
Mspl Ct0vGE Snal (HHREHHH
Sall GIC*GAC Thol CICtGAtG
Aval CPyCGPuG Ahal Ccr(G/C)Ge
Bbvl GCAGC(Nja /12

2. con superposicidn con ia diana dcm-metiltransferasa

Avall GG(A/TICCE Jaud6I  GGNCC*
AtuBI CC* (A/T)GC Atull CC*(A/T]GC
BstGIT  CC*(A/TICG Beall CC*(A/T)GE
Belll CC*(A/T)0G BeoBIT  CCH{A/T)GG
NphI CC:{A/T)CG

A : NS-petiladenina

C' : S-metilcitosina

A', C' : no se produce inhibicidn si estd metilado

Tabla 2.6 : Listado de enzimas sensibles a metilacién en A o C
con sus dianas (tomado de McClelland, 1981; Roberts, 1982).
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2.4.3 CONSTRUCCION DE MAPAS DE RESTRICCION

La construccion de mapas de restriccion es un proceso
complejo que supone realizar digestiones de fragmentos de DNA con
uno, dos o mas enzimas de restriccion, determinando los tamanos
de los distintos fragmentos con la mayor precisién posible por
electroforesis en geles de agarosa y acrilamida de distintos
porcentajes. La construccion de mapas de insertos grandes como es
el caso de los bacteriofagos recombinantes de una libreria
gendnmica es complejo. En nuestro caso se realizaron para cuatro
enzimas (BamHI, hpnl, EcoRI y HindIII), ¥y se localizaron los
fragmentos de interés que, despues de clonados en plasmidos, se
maparon con mayor detalle.

En primer lugar se emplean enzimas de restriccion que
reconocen dianas de 6 bp, ¥y en una segunda fase enzimas que
reconocen dianas de 4 bp. Las restricciones se realizan como se
describe en 1los ap. 2.4.1 y 2.4.2. Las electroforesis se
describen en el ap. 2.5.

2.4.4 DIGESTION DE DNA GENOMICO CON ENZIMAS DE RESTRICCION

La elevada complejidad del DNA gendmico, asi como el
desconocimiento tanto del numero de dianas para un determinado
enzima, como de las modificaciones que pueda presentar y de su
posible estructura, hacen que &l digerir en cantidades
importantes de dicho DNA (10 a 100 pgr) se intenten optimizar las
condiciones de digestion adoptando las siguientes medidas :

1. emplear una concentracién de DNA no superior a 0.1 pgr/pl.

2. anadir al medio de reaccién BSA libre de nucleasas a una
concentracién de 100 pgr/ml, con la finalidad de proteger el
enzima de restriccidn.

3. anadir el enzima de restriccion en 3 fases, cada 2 h de
digestidn, en una relacion de 5 U / pgr DNA cada vez. La
alternativa de incubar el DNA un largo periodo de tiempo con
gran exceso de enzima no es adecuada, pues se sabe que
muchos enzimas de restriccién carecen de actividad despues
de 2 a 3 h a la temperatura de digestiodn.

4., anadir a la digestién una pequena cantidad de DNA control. En
el caso de digestiones con enzimas gque reconocen 6 bp se
anade DNA de lambda-cI857, de patron de restriccion
conocido, a una concentracion de 1 ng/pg DNA gendmico.
Cuando se emplean enzimas que reconocen dianas de 4 bp se
emplea DNA de los plasmidos pBR322 6 pUC18/19 a la misma
concentracién. La transferencia de una alicuota del DNA
digerido a  filtros de nitrocelulosa, hibridando
posteriormente con DNA control marcado radiactivamente debe
revelar, de ser completa la digestion, el patron de bandas
esperado para una digestion exhaustiva del DNA control. Es
importante anadir este control interno de digestién hasta
determinar las condiciones 6ptimas en cada caso.
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2.5 ELECTROFORESIS DE DNA

Las técnicas electroforéticas son muy utilizadas en la
separacion e identificacion de fragmentos de DNA y RNA, asi como
para su aislamiento a partir de una mezcla heterogéenea
(electroforesis preparativas).

La electroforesis de DNA puede realizarse con soporte de
agarosa (Helling et al., 1974), acrilamida (Maniatis et al.,
1975) o en geles combinados agarosa-acrilamida. La aplicacion mas
comin es la separacion de fragmentos de DNA de doble cadena a
valores de pH neutros. En esas condiciones, el DNA presenta una
carga neta.negativa y migra a partir de un pocillo situado en el
catodo hacia el anodo del sistema. La movilidad electroforética
de los fragmentos de DNA es dependiente del tamano Yy viene
afectada muy escasamente por la composicién de bases o la
secuencia. Los factores determinantes de la movilidad son los
siguientes (Maniatis, 1982):

A. Longitud del DNA. Las moléculas de DNA lineal migran a traveés
del gel a una velocidad que es inversamente proporcional al
log de su peso molecular. De este modo puede determinarse la
longitud de un fragmento de DNA desconocido por co-
electroforesis con marcadores de peso molecular conocido.
Los marcadores que se han empleado se recogen en la tabla
2.5..,

B. Conformacion del DNA. El DNA circular cerrado (forma I), DNA
circular relajado (forma II) y el DNA lineal (forma III) del
mismo peso molecular se desplazan en un gel a diferente
velocidad. Las movilidades relativas dependen esencialmente
de la porosidad del gel aunque también estan influidas por
la corriente aplicada, la fuerza idnica del tampdén de
recorrido asi como por la densidad de giros
superhelicoidales de la molécula circular cerrada (forma I).
En los geles mas comunmente empleados, geles de agarosa de 1
%, el orden a partir de 1la banda de migracién mAs réapida
seria. DNA circular cerrado, DNA 1lineal y DNA circular
relajado.

C. Porosidad del gel. Existe una relacidén directa entre el log de
la movilidad electroforética de un fragmento de DNA y la
porosidad del gel. Los geles de agarosa pueden usarse para
separar fragmentos de DNA desde 70 bp (agarosa 3 %) hasta
800000 bp (agarosa 0.1 %) (Fangman, 1978), y los geles de
acrilamida se usan para separar fragmentos de entre 6 bp
(acrilamida 20 %) a 1000 bp (acrilamida 3 %). Como
referencia se puede seguir la tabla siguiente :
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intervalo de separacion
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agaroca
agaroga
agarosa

6t - 3.0 kbp
L - 1.0 kbp
8 - 0.4 kip

=
Ioer T e B = gas
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[

i
agarosa i 0.2 kbp
agaroEa ) i - 0.0 kop
acriianica K i-G.ikdp
acriiamida £, 900 - 60 pb
gcriianida it 300 - 25 pb
acrilanida 20 50 - 1 pt

D. Corriente aplicada. La velocidad de migracion de fragmentos de
DNA lineal es proporcional al voltaje aplicado cuando este
es bajo. Para obtener la mixima resolucién de los fragmentos
de DNA los geles no se deben correr a mas de 5 V/cm.

La cantidad mas pequenia de DNA no radiactivo detectable en

un gel en cualquier clase de tamano es de 1 ng, con una
resolucién menor al 0.5 % de la longitud del fragmento.

2.5.1 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Se emplearon geles horizontales de tres diferentes tamanos :

a. minigeles : 10.2 x 6.5 cm, con un volumen de 30 ml
b. geles medianos : 15 x 10.7 cm, con un volumen de 100 ml
c. geles grandes : 20 x 18.2, con un volumen de 150 ml

La eleccidn de uno u otro dependié del experimento concreto
a realizar. Asi para analisis de calidad y cantidad de DNA y
comprobacion de digestiones, se emplearon minigeles, ¥y se usaron
los geles medianos y grandes para electroforesis preparativas y
estudio de DNA gendmico. La ventaja de los minigeles es de tipo
economico pues los volimenes de gel y muestra necesaria son
menores, asi como de tiempo pues la electroforesis puede hacerse
en 1 h.

2.5.1.1 Geles de agarosa nativos

En los geles de agarosa nativos el DNA corre en forma de
doble cadena. Su migracidn viene afectada por los factores que se
han descrito anteriormente. Paralelamente a la muestra analizada,
se corrian diferentes marlcadores de peso molecular, en el margen
de tamanos en que se esperaban los fragmentos problema. Los
marcadores mas usuales se describen en la tabla 2.5.a.

PROCEDIMIENTO
1. Pesar la cantidad correspondiente de agarosa en polvo y anadir
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el volumen correspondiente de tampon de electroforesis.

2. En un horno de microondas calentar a pulsos hasta fundir la
agarosa, evitando que queden particulas libres.

3. Atemperar la disolucién en un bano @ 50 - 55°C. Anadir bromuro
de etidio a una concentracién final de 0.5 ug/ml a partir de
una solucién stock de 10 mg/ml (nota i).

4, Verter la solucién sobre un molde en el que se han sellado los
extremos con cinta adhesiva. Colocar el peine a 0.5 - 1 cm
del extremo verificando que esta separado de la base del gel
0.5 a 1 mm para que los pocillos sean estancos. Dejar a
temperatura ambiente de 30 min a 1 h.

5. Quitar el peine cuidando de no desgarrar los pocillos. Colocar
el gel en la cubeta de electroforesis llena de tampdn de
electroforesis con bromuro de etidio (nota 1i). El tampon
debe cubrir completamente el gel. Se trata de geles
sumergidos en su totalidad (nota a).

6. Las muestras se preparan anadiendo 1/5 volumen de tampon de
muestras (6x). Calentarlas 5 min a 65°C y cargar el gel
{notas b, ¢, d, e).

7. Aplicar un voltaje constante entre 20 y 80 V (dependiendo del
tipo de gel) corriendo hasta que el primer colorante, azul
de bromofenol, haya recorrido 2/3 partes del gel (nota k).

8. Visualizar el gel a travées de un transiluminador de luz UV
(nota j) (302 nm) fotografiandolo a través de filtro rojo
(Kodak 23A) (notas f, g, h).

DISOLUCIONES

Tampones de electroforesis

a. Tampon Tris—-acetato (TAE) (50x)

Tris 40 mM

acido acético 20 mM

EDTA 2 mM

pH 8.1
Para preparar 1 litro disolver 242 g de Tris en 800 ml
de agua MilliQ, anadir 57.1 ml de acido acético y 37.2
g de EDTA. Enrasar a 1 1. Filtrar a través de un filtro
de p de poro 0.45 pym (Millipore HAWP04700). Conservar a
4°C.

b. Tampén Tris-borato (TBE) (10x)

Tris 89 mM

acido boérico 89 mM

EDTA 2.5 mM

pH 8.3
Para preparar 1 1 disolver 108 g de Tris en 800 ml de
agua MilliQ. Afadir 55 g de acido bérico y 9.3 g de
EDTA. Enrasar a 1 1. Filtrar a través de un filtro de o
de poro 0.45 ym (Millipore HAWP04700). Si se almacena
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mucho tiempo aparecen precipitados que lo inutilizan.

Tampon de muestras (6x)

Ficoll 400 30 %
xilencianol 0.25 %

azul de bromofenol 0.25 %
EDTA 10 mM pH 8.5

Disolver 25 mg de cada colorante (xilencianol y azul de
bromofenol) por ml de Ficoll 400 al 30%. Anadir 2 pl
EDTA 0.5 M pH 8.5 por ml solucién. Esterilizar en
autoclave.

OBSERVACIONES

a.

dl

e.

Se emplea, en la mayor parte de los casos, TAE como tampdn de

electroforesis a pesar de que su capacidad tamponadora es
baja. Por ello en electroforesis largas se recomienda
emplear TBE.

En el tampdn de carga se puede emplear también glicerol en

lugar de Ficoll. La ventaja de este ultimo es que confiere a
este tampon una densidad superior facilitando la carga y
evitando que las bandas de DNA migren en el gel en forma de
Ul

La cantidad de DNA que debe cargarse en cada pocillo depende

del nimero de fragmentos ¥y de su longitud. En minigeles se
aplicaron normalmente del orden de unos 100 ng de DNA por
banda. Se pueden detectar, no obstante, hasta 10 ngr.

Las muestras que contienen fragmentos de restriccién de DNA se

calientan siempre antes de cargarlas en el gel para evitar
que los extremos cohesivos que estén unidos mantengan
fragmentos unidos en la electroforesis haciendo aparecer o
desaparecer bandas artefactuales. Esto es especialmente
importante en el caso de los marcadores de peso molecular
obtenidos por restriccion de DNA de lambda debido a la
presencia de los extremos cos.

Cuando se trabajo con DNA gendmico se aplicaron siempre 10 pgr

de DNA por pocillo empleando geles medianos o grandes.

f. En caso de querer visualizar bandas con muy poco DNA, hasta 1

h.

il

ngr, es necesario eliminar el bromuro de etidio del gel, lo
que se consigue sumergiendo éste en una solucion de MgSOs 1
mM durante 30 min a temperatura ambiente.

Cuando se desea comparar muestras de diferente contenido en

sales es importante corregir las diferencias, pues 1la
cantidad de sales en la muestra influye en la movilidad del

DNA . l
En el caso de que la muestra que se carga en el pocillo

contenga mucha proteina parte del DNA puede quedar retenido

en el pocillo, agregado. ' _
El bromuro de etidio es un agente mutageno. Conviene, por

tanto, manipular siempre con guantes los geles y las.
disoluciones que lo contengan.
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J. Es importante evitar al maximo la irradiacion con luz UV del
transiluminador, pues provoca quemaduras en la piel, asi
como graves danos en la retina. Visualizar los geles
protegidos con gafas que filtren }la radiacion UV.

k. La migracion correcta del DNA puede seguirse visualizando el
gel en el transiluminador cuando sea necesario o mediante
los colorantes que aporta el tampén de muestras. Como
aproximacion se puede tener en cuenta la siguiente tabla en
la que se recoge la movilidad de 1los dos colorantes (en
equivalentes a kbp) empleados a diferentes concentraciones
de agarosa :

Cencentracidn de agarosa silenciancl arul de broamofenol

i

= x> e
" Fx ar P= e

B — —i 3 =
ey £

— e B3 e
e — I — I
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W

2.5.1.2 Geles de agarosa alcalinos

El DNA 1lineal en un medio alcalino se desnaturaliza,
separandose las dos cadenas. En los geles de agarosa alcalinos el
DNA migra desnaturalizado. Esto es importante cuando se pretende
determinar el tamano de sondas de DNA marcadas por ‘“nick
translation” o por "random primer”. Se describe el procedimiento
empleado para la determinacion del tamano de un fragmento de DNA
marcado radiactivamente.

PROCEDIMIENTO

1. Pesar la cantidad necesaria de agarosa en polvo. Anadir el
volumen preciso de solucidn del gel (nota a).

2. En un horno microondas fundir la agarosa.

3. Atemperar en un bano a 50 - 55°C.

4, Verter la solucién en un soporte de gel con los bordes
sellados con cinta adhesiva. Poner el peine.

5. Dejar a temperatura ambiente entre 30 min y 1 h.

6. Quitar el peine, eliminar la cinta adhesiva. Colocar el gel
sumergido completamente en solucion de electroforesis
alcalina. Dejar al menos 30 min antes de cargar.

7. Preparar las muestras :

x pl DNA

2 pl tampon de muestras (6x)
1 pl solucién NaOH - EDTA
(7-x) pl agua estéril

8. Quitar todo el liquido que cubre el gel, y elevar éste sobre
el soporte, por ej. poniendo debajo un peine. Montar una
bomba peristaltica que recircule la solucién de
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electroforesis alcalina (notas b, c).

9. Cargar las muestras. Aplicar un voltaje constante entre 30 y
80 V (usualmente 60 V, 7.5 V/cm) y dejar correr hasta que el
primer colorante (azul de bromofenol) recorra las 2/3 partes
del gel (aprox 2 h, para minigel).

10. Una vez acabada la electroforesis fijar el DNA con TCA 7 %
durante 30 min a temperatura ambiente. Secar el gel entre
papeles de filtro con un peso encima durante 10 min ¥
terminar de secarlo en un secador de geles conectado a un
liofilizador (nota d).

11. Recubrir el gel con una pelicula plastica y exponerlo frente
a una pelicula autorradiografica.

DISOLUCIONES

Disolucién de electroforesis alcalina

NaOH 30 mM
EDTA 2 mM pH 8.5

Disolucion NaOH - EDTA

NaOH 0.5 M

EDTA 10 mM
Justo antes de usar poner 2.5 pl NaCOH 10 N, 1 pl EDTA
0.5 M pH 8.5 en 46.5 pl agua,

Disolucidn del gel

NaCl 50 mM

EDTA 1 mM pH 8.5
Para minigel mezclar 0.3 ml NaCl 5 N con 60 pl EDTA 0.5
M pH 8.5 en 30 ml de agua.

OBSERVACIONES

a. Debido a que la adicidén de hidréxido sodico a la solucidn de
agarosa caliente produce la hidrélisis de ésta, se gelifica
el gel en una solucidén tamponada neutra, ¥ se equilibra
posteriormente en la disolucion de electroforesis alcalina,
Es conveniente vigilar la intensidad de corriente que
circula a través del gel a lo largo de la electroforesis.

b. La solucién de electroforesis alcalina no es una solucidn
tamponada y por ello es importante que su recircularizacion
sea rapida. Una bomba peristadltica puede homogeneizar la
solucién de electroforesis durante el proceso.

c. Conviene que el gel no quede sumergido durante la
electroforesis para evitar la difusion de las muestras y del
colorante. Antes de cargar las muestras es conveniente poner
debajo del soporte del gel un peine que lo eleve y abra una
comunicacioén entre las cubetas de los dos electrodos. :

d. En muchos casos es importante visualizar el DNA en el gel,
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como por ejemplo los marcadores de peso molecular. Para ello
despues de la electroforesis se recorta el trozo que
corresponde a los marcadores, se neutraliza en una solucion
de Tris-HC1 1 M pH 7.5 1.5 M NaCl durante 30 min, tinéndolo
posteriormente en una solucion de 0.5 pg/ml de bromuro de
etidioc en agua durante 15 a 30 min. La visualizacion se
realiza en un transiluminador UV de 306 nm.

2.5.2. GELES DE ACRILAMIDA

Los geles de acrilamida se emplearon para separar fragmentos
de DNA en un margen de tamanos desde 10 a 500 bp. Los geles
empleados «fueron verticales. Se emplearon geles de diversos
tamanos:

- minigeles (6.5 x 10 cm).

- geles medianos (16.5 x 23.5 cm).

- geles de secuencia de DNA (38 x 50 cm).

Se describe el procedimiento para geles medianos de 16.5 x
23.5 cm.

PROCEDIMIENTO

1. Preparar la solucion de acrilamida necesaria segun la tabla
siguiente (notas a, c)

% gel de poliacrilamida

reactivos 4 6 8 12
solucion de acrilamida 20 % 20.0 30.0 40.0 60.0
TBE (10x) 10.0 10.0 10.0 10.0
persulfato aménico 10 % 0.8 0.8 0.8 0.8
agua 69.2 59.2 49.2 29,2
volumen total (ml) 100.0 100.0 100.0 100.0

2. Poner la-solucidn en un matraz kitasato y desgasificar durante
15 a 30 min.

3. Limpiar muy bien 1las placas de vidrio (16.5 x 23.5 cm) con
etanol. Colocar las placas una encima de otra separadas por
los espaciadores (metacrilato de 1.5 mm de espesor),
fijarlas con pinzas y sellar alrededor con solucién de agar
108 %.

4. Anadir 80 pl de TEMED a la solucion de acrilamida, mezclar
bien sin formar burbujas ¥y verter entre las dos placas de
cristal puestas en posicion vertical.

5. Colocar el peine y dejar polimerizar a temperatura ambiente
durante 1 h.

6. Quitar el peine y lavar enseguida los pocillos con TBE (1x)
para eliminar los restos de acrilamida no polimerizada. Si
polimerizan en los pocillos se forma una capa que dificulta
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la entrada de las muestras de DNA.

7. Quitar el espaciador inferior y colocar el gel en la cubeta de
electroforesis.

8. Llenar la cubeta con tampdn de electroforesis (TBE (1x)).
Quitar las burbujas que quedan retenidas en la parte
inferior del gel con una jeringa.

9. Anadir 1/9 de volumen de tampdén de muestras (10x) a las
muestras, calentarlas 5 min a 65°C. Cargar el gel.

10. Conectar una diferencia de potencial que puede oscilar entre
1 ¥y 8 V/cm, hasta que el primer colorante, azul de
bromofenol, haya recorrido 2/3 partes del gel.

11. Separar las dos placas de cristal y sumergir el gel en una
solucion de 0.5 pgr/ml de bromurd de etidio. Temdir 30 min.

12. Visualizar el DNA irradiando el gel sobre el transiluminador
UV a 306 nm (nota b).

DISOLUCTONES

Disolucidén de acrilamida 20 %

acrilamida 19 % (w/v)

bisacrilamida 1 % (w/v)

en agua
Para preparar 1 1 de disolucion disolver en 800 ml de agua
MilliQ 190 g de acrilamida y 10 g de bisacrilamida. Anadir
10 g de carbon activo. Dejar agitando 10 a 12 h protegiendo
el frasco de la luz con papel de aluminio. Filtrar primero a
través de papel Whatmann 3MM y después a través de un filtro
de nitrocelulosa de 0.45 pum. Desgasificar 1 h. Conservar en
botella oscura a 4°C.

OBSERVACIONES

a. La solucién de persulfato aménico 10 ¥ se ha de preparar al
momento. El persulfato aménico es altamente higroscépico. Se
debe disponer de una pequena cantidad de persulfato amdnico
de la que se toma el necesario para preparar la solucidn y
que debe cambiarse con frecuencia.

b. El mondmero de acrilamida tiene una elevada absorbancia al
ultravioleta, por lo que la sensibilidad de estos geles es
menor que la de los de agarosa. Este efecto se puede reducir
dejando que la polimerizacion se desarrolle mas tiempo,
durante 12 a 24 h.

c. La acrilamida es neurotdéxica y es absorbida con rapidez por la
piel. Emplear siempre guantes cuando se manipule, asi como
mascara cuando se pase el polvo.

2.5.3. GELES DE SECUENCIA DE DNA

Para resolver fragmentos que difieren en un unico:
nucle6tido, para tamanos entre 20 y 500 nucleotidos, se emplearon
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geles de acrilamida (6 %) - urea 7 M, con una relacion
acrilamida-bisacrilamida de 19:1. En el caso de que fuera
importante leer 1los primeros 25 nucledtidos de la secuencia
(geles de secuencia para el método de,Maxam y Gilbert (1980)) se
elevo el porcentaje de acrilamida al 20 %.

Se utilizaron dos equipos de geles de secuencia:

1. Sistema LKB 2020-001 ‘“Macrophor Electrophoresis Unit",
con geles de 20 x 55 cm y refrigeracién de la placa de gel con un
bano termostatico.

2. Sistema Biorad "Sequegen™" con geles de 38 x 50 cm y sin
refrigeracion externa al propio sistema.

La electroforesis se realiza a temperaturas entre 45 y 60°C
¥ voltajes entre 1500 y 3500 V en tampdn tris borato (TBE 1x). El
espesor de los geles era de 0.2 a 0.4 mm (Sanger y Coulson, 1978;
Geroff y Ansorge, 1981). Con 1la finalidad de aumentar la
secuencia resuelta en un solo gel se realizan dos cargas de la
muestra. La primera de ellas se corre hasta que el segundo
colorante, xilencianol, alcanza la mitad del gel, y la segunda
hasta que el primer colorante, azul de bromofenol, alcanza la
base del gel. En el caso de los geles de acrilamida 20 % se
realizaba una uUnica carga, dejando correr el gel hasta que el
azul de bromofenol alcanzaba 1/3 parte del gel.

PROCEDIMIENTO
Se describe el montaje de los geles de 38 x 50 cm pues fue
el equipo mas empleado. En observaciones se hace referencia a los

detalles de montaje del equipo LKB.

a. Preparacion de los cristales, espaciadores y peine

1. El cristal de la cubeta de tampén superior (nota a)

- lavar abundantemente con agua Yy detergente (no emplear
disolventes organicos en ningun caso).

- envuna campana de gases repartir bien por todo el cristal
1 ml de Sigmacote, siliconizacidn, empleando un panuelo
de papel. Es conveniente siliconizar cada vez que se
use. Dejar secar 5 a 10 min.

- Con un panuelo de papel limpiar la superficie del cristal.

2. Cristal de soporte del gel :

- lavar abundantemente con agua y detergente.

- en campana de gases repartir bien 10 ml de solucién de
silano. Dejar secar 10 min.

- limpiar el exceso de silano con un panuelo de papel
empapado en etanol. Dejar secar 5 min.

3. Espaciadores y peine. Conviene lavar bien los espaciadores y
el peine, de teflén, con agua y detergente, y con etanol.
Ademas, conviene siliconizarlos con Sigmacote cada 2 a 3
geles (nota b).
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b. Preparacion de la disolucion de polimerizacion

4. Se prepara una solucion de polimerizacidn :
36 ml de solucidn de acrilamida (20 %, 19:1)
24 ml de tampon tris borato (TBE 20x)
50.4 g urea
anadir agua hasta un volumen de 120 ml.
Agitar hasta la completa disolucion de la urea. Para
facilitarla es conveniente calentar la solucién a 40-50°C.
5. Filtrar la solucién a través de filtro Millipore de ¢ 0.45 pm
{Millipore HAWP02500).
6. Pasar 20 ml de solucién a una probeta de 25 ml. El resto se
desgasifica 10 a 20 min.

c. Montaje del gel (nota f)

7. Montar los cristales con los espaciadores entre ellos evitando
en todo momento que la cara siliconizada y la silanizada
entren en contacto.

8. Anadir a la probeta con 20 ml de solucidon de polimerizacion
100 pl de TEMED y 140 pl de persulfato aménico 25 % (w:iv).
Agitar rapidamente por inversiéon y verter en la cubeta de
sellado. Colocar en ésta el gel con rapidez. Por capilaridad
la solucién penetra por 1la base del gel unos milimetros.
Esta solucién polimeriza en 30 a 60 seg. Dejar 5 min en
posicion vertical.

9. Verter 100 ml de solucidon de polimerizacién en un vaso de
precipitado de 250 ml. Anadir 100 pl de TEMED y 130 pl de
persulfato amonico 25 %. Con ayuda de dos jeringas de 50 ml
agitar la solucién sin producir burbujas. Cargar las dos
Jeringas.

10. Poner la cubeta formando un angulo de 20 a 25° con la mesa.
Verter suavemente la solucién del gel por un extremo,
evitando que se formen burbujas.

11. Una vez 1lleno colocar el peine. Conviene pinzar los dos
cristales con una pinza fuerte, para conseguir un espesor
uniforme en todo el gel. Dejar polimerizar durante 20 a 30
min (nota e).

d. Electroforesis

12. Montar el gel en la cubeta. Llenar de tampén tris borato (TBE
1x) las cubetas superior e inferior. Limpiar muy bien los
pocillos con ayuda de una Jjeringa. Asegurar la cubeta y
conectar los electrodos a la fuente de alto voltaje (nota
£).

13. Hacer un pre-recorrido de 30 min a 60 W (aprox. 1500 V) (nota
d).

14. Desconectar la fuente. Limpiar de nuevo los pocillos muy
bien. Cargar las muestras de la primera carga. Evitar que el
gel esté detenido mads de 15 min para reducir al méximo la
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difusién de la urea (nota c).

15. Conectar los electrodos v la fuente. Correr a 60 W (voltaje
entre 1500 y 1900 V), potencia constante, hasta que el
segundo colorante, xilencianol, llega a 2/3 del gel.

16. Desconectar la fuente. Desconectar los electrodos. Limpiar
los pocillos y cargar las muestras de la segunda carga.

17. Conectar los electrodos y la fuente. Correr a 60 W (voltaje
entre 1500 y 1900 V), potencia constante, hasta que el
primer colorante esté a punto de escapar del gel.

18. Desconectar la fuente y los electrodos. Separar el gel de la
cubeta. Enfriar pasando agua por encima de los cristales y
por la cubeta del tampdn superior. Dejar 2 min enfriando con
el agua corriendo. Quitar las pinzas y separar los
cristales. E1 gel queda adherido al cristal silanizado (nota
E).

e, Fijacidén, secado y exposicidn

19. Sumergir el gel en una solucidn de acido acético 10 %. Agitar
suavemente durante 15 a 25 min.

20. Sacar el gel de la solucidn de acético. Lavar el cristal y el
gel con abundante agua desionizada para evitar restos de
urea.

21. Secar el gel en estufa a 65°C durante mas de 3 h. Si al
secarse se aprecian manchas de urea en el gel se debe lavar
de nuevo con agua desionizada y secar de nuevo.

22, Sacar de la estufa. Atemperar. Exponer con placa
radiografica.

DISOLUCIONES

Disolucidn de silano

Poner en 10 ml de etanol absoluto 300 pl de acido
acético glacial y 40 uyl de silano (gamma-(metacriloxy)-
propiltrimetoxisilano). Se debe preparar inmediatamente
antes de usar. Es importante que se manipule en campana
de gases por su elevada toxicidad.

Disolucidn de persulfato amdnico 25 %

Pesar 250 mg de persulfato amoénico, anadir 1 ml de
agua. Agitar. Preparar inmediatamente antes de usar a
partir de un stock fresco de persulfato aménico.

Disolucion de acido acético 10 %

Se preparan 5 1 por gel. 500 ml de acido acético
glacial en 4.5 1 de agua MilliQ. Se reutiliza 4 a 5
veces.
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OBSERVACIONES

a. Toda la manipulacién se debe hacer, a causa de la toxicidad de

los materiales empleados, con guantes, y, en caso necesario,
en campana de gases.

b. Los geles empleados fueron de espesor fijo (0.2 6 0.4 mm) o

bien de espesor variable, geles en gradiente de espesor (de
0.25 mm en los pocillos a 0.5 mm en la base)(Garoff y
Ansorge, 1981). Los geles en gradiente de espesor permiten
resolver secuencias de DNA mucho mas largas, de hasta 550
nucledtidos por clon con dos cargas. Estos geles se montan
como se ha descrito, empleando espaciadores BioRad de 0.25
mn (165-3713) a los que se han pegado tiras de cinta
adhesiva (cel.lo). Las tiras son de una longitud de 6, 12,
18 y 24 om. A un lado del espaciador, ajustadas a su extremo
se pegan las tiras de 6 cm y encima la de 18 om. Al otro
lado del espaciador, ajustadas al mismo extremo, se pegan
las tiras de 12 vy 24 cm. De este modo se consigue un aumento
de espesor del espaciador hacia la base del gel. Los peines
empleados fueron de diente de tiburdn de 0.25 mm.

Cuando se emplean los geles en gradiente de espesor la primera

carga dura hasta que el segundo colorante, xilencianol, sale
del gel, y la segunda carga hasta que el primer colorante,
azul de bromofenol, esta a punto de salir. De.esta forma el
solapamiento de secuencia entre la primera ¥y segunda carga
se reduce a 100 - 150 nucledtidos y se puede resolver mas
secuencia en el gel. Este tipo de geles sd6lo es adecuado
cuando las reacciones de secuencia se hacen empleando como
isétopo radiactivo 35S,

d. La temperatura a que se realiza la electroforesis es critica,

debiendo ser superior a 40°C para mantener las condiciones
desnaturalizantes del gel. Empleando este equipo sd6lo puede
regularse con la potencia que aplica la fuente. En nuestras
manos las condiciones de 50 - 60 W determinan una
temperatura en el gel entre 45 y 50°C, éptima. Una potencia
superior permitiria acortar el tiempo de electroforesis (5 a
6 h para la primera carga y 3 h para la segunda) pero podria
danar la cubeta.

e. Cuando el gel no va a ser empleado inmediatamente despues de

f.

g.

f.

polimerizar conviene sellar la parte superior con una
solucién de agarosa 1 %, para evitar que se reseque la zona
de los pocillos.

Los pocillos deben limpiarse inmediatamente despues de quitar

el peine con TBE (lx) para evitar que los restos de
acrilamida puedan polimerizar dificultando o distorsionando

la entrada de las muestras.

El tampén de la cubeta inferior es radiactivo y debe tratarse

como un residuo liquido de baja actividad.

Las diferencias en el montaje del gel respecto al equipo LKB

son:
- la solucién de polimerizacién necesaria es la mitad
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(60 ml).
- la placa termostatica no debe siliconizarse mas que

cada 3 a 5 geles.
-~ el montaje del gel se realiza por deslizamiento de la
placa soporte del gel sobre la placa termostatica.

- no es necesario sellar el gel.

- la regulacién de la temperatura se consigue mediate
un bano regulador, a 60°C, lo que permite realizar la
electroforesis a potencias superiores, con voltajes
entre 3000 y 3500 V.
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2.6 ELECTROFORESIS DE RNA

Los geles de . RNA incluyen agentes desnaturalizantes tipo
formaldehido, hidréxido de metilmercurio o urea. La presencia del
agente desnaturalizante en el gel o en la muestra impide que el
RNA adopte estructuras secundarias. Sélo en estas condiciones la
movilidad del RNA es proporcional al logaritmo de su peso
molecular. Aparte de esta caracteristica los geles son
basicamente idénticos a los empleados en el analisis de DNA.

2.6.1 GELES DE AGAROSA FORMAILDEHIDO

Se prepararonn geles horizontales de las mismas dimensiones
que los empleados para DNA (ap.2.5.1). Se emplearon geles de
agarosa del 1.5 %. Todo el material empleado en el gel debe ser
libre de RNAsas.

PROCEDIMIENTO

1. Anadir la cantidad de agarosa en polvo (electroenddsmosis
media) necesaria a una cantidad determinada de agua.

2. Calentar en microondas hasta que la agarosa esté completamente
fundida. Enfriar a 65°C.

3. En una campana de gases anadir MOPS (10x) y formaldehido 35%
hasta una concentracion final de MOPS (1x) y formaldehido
(nota b) 2.2 M. Agitar hasta que no se formen aguas.

4. En la campana de gases verter la solucion sobre un soporte de
gel sellado con cinta adhesiva. Colocar el peine. Dejar
gelificar de 30 min a 1 h (nota a).

5. Una vez gelificado quitar el peine del gel y colocar éste en
la cubeta de electroforesis separado 1 mm de la base, por
ejemplo sobre un peine. Llenar la cubeta con MOPS (1x) justo
hasta el nivel del gel. Llenar los pocillos con MOPS (1x).
Si el gel quedara cubierto con el tampon el formaldehido
difundiria y se perderian las condiciones desnaturalizantes.

6. Preparar las muestras (nota c) :

RNA (5-10 pgr) 4.5 pl en agua
MOPS (10x) 2.0 pl
formaldehido 3.5 pl
formamida 10.0 pl

tampon de muestras (x5) 2.0 pl

. Calentar las muestras 10 min a 65°C. Poner en hielo.

Cargar las muestras. Correr el gel a 5-10 V/cm,
recircularizando el tampéon con una bomba peristaltica
(positivo a negativo).

9. Para tehir el gel hay que eliminar el formaldehido lavando el
gel durante 30 min a 1 h en agua o en acetato amonico 0.1 M,
tifiendo en una solucién de bromuro de etidio 0.5 pgr/ml 5
min y destifiendo 10 a 30 min en agua. Visualizar el gel por
irradiacién con luz UV en transiluminador de 302 nm (nota

00 -
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d).

10. Si
(ap.2.8.3).
DISOLUCIONES

Todos los reactivos, disoluciones
plastico deben ser libres de RNAsas.

MOPS (10x)

MOPS (pH 7.0) 0.2 M
acetato sédico 50 mM
EDTA 10 mM

no se necesita tenir se puede transferir directamente

y material de cristal ¥y

Ajustar pH 7.0 con NaOH. Si la solucién se autoclava se
vuelve de color amarillo.

Tampon de carga (x5)

Ficoll 400 30 %
EDTA 1 mM

azul de bromofencl 0.4 %

xilencianol 0.4 %

OBSERVACIONES

a. la cubeta y el soporte del gel,
bien con agua ¥

etanol.

asi como el peine se lavan

detergente. Se enjuagan abundantemente con

b. El formaldehido debe tener un pH superior a 4.0.
c. Si se emplean marcadores de DNA las muestras se procesan igual

que si

fueran de RNA. Sin embargo, debe cargarse mas DNA
(200 a 400 ng DNA / banda) ya que el DNA de
se tine peor que el DNA de doble cadena.

cadena sencilla

d. Se emplean habitualmente RNAs ribosomales como marcadores de

peso molecular ya que se conocen sus longitudes.

Se han

empleado rRNAs vegetales de tamanos (Dyers, 1979) :
rRNA citoplasmatico @

25 S 1.30 x 108
18 S 0.7 x 108
rRNA de cloroplasto
23 8 1.10 x 108
16 S 0.56 x 108
58 3.80 x 108
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2.7 PURIFICACION DE DNA A PARTIR DE GELES

Se han descrito una gran variedad de métodos para la
recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa ¥
de acrilamida, aunque todos ellos presentan béasicamente dos
problemas. En primer lugar, la mayoria de agarosas estan
contaminadas por polisacaridos sulfatados que pueden extraerse
conjuntamente con el DNA y que son potentes inhibidores de muchos
de los enzimas empleados posteriormente como las endonucleasas de
restriccién, metiltransferasas, ligasas, kinasas,...). En segundo
lugar la recuperacion de fragmentos largos de DNA acostumbra a
ser baja, para fragmentos de DNA de 20 kb o superiores no es
superior al 20 %.

Se han empleado 1las técnicas de electroelucién para
purificar bandas de geles de agarosa ¥ de acrilamida, el método
descrito por Dretzen (1981) para geles de agarosa y el método de
agarosa de bajo punto de fusidén. Se describen a continuacidn.

2.7.1 ELECTROEIUCION DE FRAGMENTOS DE DNA

Este método, con pocas modificaciones se puede aplicar tanto
a la extraccion de fragmentos de DNA de geles de agarosa como de
acrilamida.

2.7.1.1 Geles de acrilamida

Para la electroelucion del DNA (Ho, 1981) se utilizaron
cubetas de metacrilato disenadas especialmente. Estas cubetas
constan de dos partes, una amplia (a) donde se deposita el gel y
una mas estrecha (b) donde se recupera el DNA eluido. Esta
segunda parte presenta un estrechamiento en su extremo y el
volumen de la zona situada entre el estrechamiento y la membrana

de dialisis es de 200 pl.
PROCEDIMIENTO

1. Separar los fragmentos de DNA por electroforesis en geles de
acrilamida vertical.

2. Separar las dos placas de cristal y tehir el gel durante 30
min en una disolucién de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) en
agua.

3. Localizar las bandas ,de DNA con una lampara de luz UV de onda
larga y cortar el trozo de gel que contiene la banda con un
bisturi.

4. Colocar membranas de dialisis en las dos partes de la cubeta
de electroelucién. Lavarlas con agua estéril y comprobar que

no hay fugas. »
5. Colocar la cubeta de electroelucion entre dos cubetas de
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electroforesis y llenarlas con tampén tris borato (TBE)
(0.5x).

6. Cortar el gel en trozos pequenos y colocarlos en la parte
ancha (a) de la cubeta de electroelucioén. Comprobar que no
pasen trozos de gel a la otra parte, estrecha (b), de la
cubeta.

7. Conectar los electrodos a una fuente de alimentacidn (el
electrodo negativo en el lado del gel (a)) con una
diferencia de potencial de 300 V durante 30 min. Durante la
electroelucion el DNA se situa adherido a la membrana de
dialisis en la parte estrecha (b) de la cubeta de
electroelucidn.,

8. Desconectar la fuente. Vaciar la cubeta de electroelucion
hasta el estrechamiento de la parte (b).

9. Recoger los 200 pl de volumen de 1la parte (b). Limpiar la
membrana pipeteando repetidas veces sobre ella. Pasar la
solucion a un tubo eppendorf.

10. Llenar la parte (b) de la cubeta de electroelucion con 200 pl
de TBE (0.5x) y colocar la punta de un electrodo (hilo de
platino) dentro de este volumen. Invertir la polaridad de la
fuente y aplicar una diferencia de potencial de 75 V durante
10 seg. Al invertir la polaridad el DNA adherido a la
membrana de didlisis se libera y queda en solucidn.

11. Recoger los 200 pl de tampon ¥ anadirlos a los 200 ul
anteriores.

12. Extraer con un volumen igual de fenol-cloroformo y con éter.

13. Precipitar el DNA anadiendo 1/10 de volumen de acetato sodico
3M pH 5.2 y 2 volumenes de etanol absoluto frio (-20°C).
Dejar mas de 2 h a -20°C.

14. El sedimento se lava con etanol al 70%, se seca ¥ se
resuspende en 10 a 20 yl de tampdn TE pH 7.5.

OBSERVACIONES

a. La recuperacion de DNA por este método es baja, del 20 al 40
%. Esto puede ser debido a que parte del DNA queda
fuertemente adherido a la membrana de dialisis. Este

prob¥ema se agrava - para fragmentos grandes de DNA y al
aumentar el tiempo de electroelucidn.

2.7.1.2 Geles de agarosa

PROCEDIMIENTO

1. Separar en un gel de agarosa los distintos fragmentos.

2. Con un bisturi recortar la banda a purificar ajustando al
maximo el trozo de agarosa a la banda. Colocar el trozo de
agarosa en el interior de una bolsa de didlisis. Sellar la
bolsa con pinzas.

3. Poner en el interior de la bolsa 2.5 ml de TNE. Sumergir la
bolsa de dialisis en una cubeta mediana con tampén TBE (1x)
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0.5 pg/ml de bromuro de etidio, procurando que el trozo de
agarosa quede tocando la bolsa de dialisis hacia el
electrodo negativo.

4. Conectar una fuente con 120 V durante 2h. El1 DNA migra
saliendo de la agarosa y queda retenido por la pared de la
bolsa de dialisis. Iluminando con una lampara de UV de onda
larga se puede ver el DNA adherido a la bolsa.

5. Invertir la polaridad 1 min. El DNA se separa de la bolsa ¥
gueda en solucitn.

6. Recoger la disolucidn del interior de la bolsa de dialisis y
lavarla con 0.5 ml de tampén TNE. Pasar todo a un tubo Corex
de 15 ml.

7. Anadir 300 pl de acetato sodico 3 M pH 5.2 (1/10 de volumen) ¥y
9 ml de isopropanol (3 volumenes).

8. Dejar toda la noche a -20°C.

9. Centrifugar a 12000 gav (10000 rpm rotor Beckman JA20) 30 min
a 4°C.

10. Eliminar el sobrenadante. Secar y resuspender en 400 pul TE pH
7454

11. Pasar la muestra a un tubo eppendorf. Anadir 16 pl NaCl 5 M y
800 pl de etanol absoluto frio (-20°C).

12. Dejar mas de 2 h a -20°C,

13. Centrifugar 15 min a 4°C.

14. Decantar el sobrenadante. Lavar con 1 ml de etanol al 70 %.

15. Resuspender el sedimento en 10 a 50 pul tampon pH 7.5.

DISOLUCIONES

Tampén TNE

Tris-HC1 10 mM pH=7.5
EDTA 1 mM

NaCl 100 mM

Sacos de dialisis

El procedimiento de preparacién (de Maniatis, 1982) :
- cortar las bolsas de dialisis en los tamanos adecuados (10

a 20 cm).
- hervir 10 min en 2 1 de solucién de bicarbonato sédico 2%

EDTA 1 mM.

- lavar con agua MilliQ abundante.

- hervir 10 min en 2 1 de solucion 1 mM EDTA.

- enfriar a temperatura ambiente. Conservar a 4°C con las
membranas de dialisis sumergidas en todo momento.

- antes de utilizar lavar las membranas por dentro y por
fuera con agua estéril. Manipular las membranas siempre con

guantes.
OBSERVACIONES
a. E1 rendimiento de este método es bajo,, y sOlo es adecuado
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para fragmentos de DNA grandes y en cantidad elevadas (20 a
100 pgr).

b. Las membranas de dialisis pueden ser esterilizadas en
autoclave durante 10 min a 121°C o 1 atmésfera de
sobrepresion sumergidas en agua.

2.7.2 METODO DE PAPEL DEAE CELULOSA

Descrito por Dretzen (1981). Fue el método mas empleado. La
simplicidad de manipulacién de las muestras ¥y el elevado
rendimiento lo hacen muy adecuado. El papel DEAE celulosa en
condiciones de baja fuerza idnica presenta una elevada afinidad
por el DNA. El DNA ligado puede recuperarse lavando el papel con
un tampon de elevada fuerza idnica. Se ha empleado en la
purificacion de DNA lineal de tamanos comprendidos entre 100 ¥
5000 bp. Para DNA superhelicoidal, DNA de cadena sencilla o DNA
de cadena doble de gran tamano, los rendimientos son pequenos.

PROCEDIMIENTO

a. Preparacion del papel DEAE celulosa

Este tratamiento elimina posibles impurezas de los papeles
que podrian eluir con el DNA y afectar procesos posteriores.

1. Se empled papel DEAE celulosa Whatman (DE81). Sumergir 40 a 50
filtros en NaCl 2.5 M durante 2h a temperatura ambiente.

2. Escurrirlos sobre papel de filtro y pasarlos por agua MilliQ
en 3 lavados sucesivos.

3. Secarlos a temperatura ambiente entre hojas de papel de
filtro.

b. Purificacion de DNA

4, BSeparar los fragmentos de DNA en un gel de agarosa del
porcentaje adecuado, con bromuro de etidio para poder
visualizarlos con luz UV (nota d).

. Colocando el gel sobre un transiluminador UV de onda larga
(302 nm) visualizar los fragmentos. Con un bisturi hacer una
incision justo delante de 1la/s banda/s a purificar. Si hay
bandas de tamano superior que podrian contaminar hacer una
incisidén justo por encima de la que interesa (nota c).

6. Con ayuda de unas pinzas abrir la incisidén y poner un trozo de
filtro de DEAE celulosa de la misma altura del gel, de modo
que cubra toda la anchura de la banda. Presionar el gel
contra el papel para evitar la formacién de burbujas.

7. Colocar de nuevo el gel en la cubeta. Conectar la fuente a 100
Vde 5 a 10 min,

8. Comprobar que todo el DNA se ha quedado adherido al papel DEAE
celulosa irradiandolo con luz UV, De no ser asi seguir con
la electroforesis.

[41]
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9. Una vez todo el DNA pegado al papel se saca éste y se lava en
agua esteéril.

10. Colocar el papel compactado en el fondo de un tubo eppendorf
al que previamente se le habra practicado un orificio en el
fondo con una aguja y varios en el tapodn.

11. Centrifugar el eppendorf con el papel dentro de otro tubo
eppendorf 15 seg a temperatura ambiente para descartar los
restos de tampon de electroforesis que empapan el papel.

12. Anadir 200 pl de tampon de elucion. Si es necesario se puede
tapar la base del eppendorf con parafilm. Colocar el
eppendorf con el papel dentro de otro e incubar 30 min a
37°C.

13. Quitar el parafilm del tubo:sy recuperar el tampén por
centrifugacion 15 seg a temperatura ambiente.

14, Anadir 100 pl de tampdn de elucién. Incubar 15 min a 37°C.

15. Recuperar el tampén centrifugando 15 seg a temperatura
ambiente.

16. Repetir 14 y 15.

17. Tenemos la bande eluida en un volumen de 400 pul de tampon de
elucion. Anadir 400 pl de l1-butanol saturado en tampon de
elucion. Agitar con vortex. Centrifugar 1 min a temperatura
ambiente.

18. Eliminar la fase superior, =alcohdlica. En esta fase se
encuentra el bromuro de etidio que arrastraba el DNA.

19, Hacer extracciones con fenol-cloroformo y con cloroformo-
alcohdl isoamilico.

20. Anadir 1/10 wvolumen de acetato sédico 3 M pH 5.2 y 2
volimenes de etanol absoluto frio (-20°C). Precipitar en
frio.

21, Lavar el sedimento con 1 ml de etanoll al 70%.

22. Secar el sedimento. Resuspender en 10 a 50 pyl de tampon TE pH
7.5 (notas a, b).

DISOLUCIONES

Tampon de elucion

Tris-HCl1 pH 7.5 10 mM
EDTA 1 mM
NaCl 1.5 M

Disolucién de 1-butanol saturado en tampén de elucidn

Se mezclan 4 volumenes de 1-butanol con 1 volimen de
tampon de elucién. Agitar con vortex. Dejar separar las

fases 1 a 2 h. \

OBSERVACIONES

a. La recuperacién de fragmentos de DNA lineal oscila entre el 60
y el 90 %, dependiendo de la longitud del DNA. La
recuperacién de DNA superhelicoidal, de cadena simple o
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mayor de 10 kbp es, sin embargo, del 20 % o inferior.

b. Los fragmentos purificados por este método se utilizaron en
reacciones de restriccion, ligacion ¥y marcajes, sin que se
observara ningun tipo de inhibicion de la reaccion.

c. Para evitar la contaminacion de las bandas de tamano superior
se coloca papel DEAE celulosa entre éstas y las de interes.
Esto se puede hacer también cortando la zona del gel que
contiene las bandas no deseadas.

d. Se observo que es muy dificil que al purificar una banda de
DNA no aparezcan contaminaciones de bandas vecinas aunque en
una proporcién muy baja. Se encontrd que cuando se separan
las bandas en ausencia de bromuro de etidio en el gel y en
el tampdén de electroforesis esta contaminacion se reduce
considerablemente.

2.7.3 PURIFICACION A PARTIR DE GELES DE AGAROSA IMP

Este método requiere que tanto el DNA como la agarosa se
encuentren en solucidn, lo cual se consigue empleando agarosa LMP
o de bajo punto de fusidén, que funde a 65-70°C y se mantiene
licuada por encima de 30°C.

PROCEDIMIENTO

1. Separar los fragmentos de DNA por electroforesis en geles de
agarosa de bajo punto de fusidén. Por las caracteristicas de
estos geles es necesario montar el gel y realizar la
electroforesis en camara fria (4°C).

2. Localizar las bandas de interés irradiando el gel con luz UV
de onda larga (302 nm). Con un bisturi recortar el trozo de
gel que contiene la banda a purificar.

3. Transferir el trozo de agarosa a un tubo eppendorf. Incubar 30
min a 65°C para fundirlo.

4. Extraer dos veces con 1 volumen de fenol saturado, lavando dos
veces la fase organica con TE pH 7.5.

5. Juntar las fases acuosas y extraer con 1 volumen de fenol-
cloréfTormo y despues con 1 volimen de éter.

6. Anadir 1/10 de volumen de acetato sdédico 3 M pH 5.2 y 2
volumenes de etanol absoluto frio (-20°C). Precipitar en
frio y lavar con etanol al 70 %.

7. Resuspender el DNA en tampon TE pH 7.5.

OBSERVACIONES

a. Con este método se obtienen unos rendimientos del 60 al 70%.
Es recomendable, pues, unicamente si el DNA a purificar es
de tamano superior a 10 kbp o si se trata de DNA lineal o
superhelicoidal.,

b. La preparacion de DNA obtenido contiene mds impurezas que el
obtenido por extracciéon con DEAE celulosa. Si con los
fragmentos purificados se quiere hacer alguna reaccién
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enzimatica delicada debe someterse a purificacién por
elucion a través de columa (ap.2.8.4).

2.7.4 ELUCION POR COLUMNA

Este método aprovecha las caracteristicas de la agarosa de
bajo punto de fusion (ap.2.8.3) y la especial afinidad que por el
DNA presentan unas minicolumnas denominadas  Elutip-d™
(Schleicher & Schull NA010/0) (nota a). La muestra se aplica a la
minicolumna en condiciones de baja fuerza idnica (aprox. 200 mM
NaCl) y se eluye el DNA en condiciones de elevada fuerza ionica
(1.5 M NaCl). Cada minicolumna puede. retener 100 pgr de DNA.

PROCEDIMIENTO
Se ha seguido el procedimiento suministrado con el producto.

a. Preparacion de la muestra

La muestra se aplica a la columna en solucidén, en unas
condiciones de fuerza idnica baja (200 mM NaCl).

1. Separar los fragmentos de DNA por electroforesis en geles de
agarosa de bajo punto de fusion. Por las caracteristicas de
estos geles es necesario preparar el gel y realizar la
electroforesis en camara fria (4°C).

2. Localizar las bandas de interés irradiando el gel con luz UV
de onda larga (302 nm). Con un bisturi recortar el trozo de
gel que contiene la banda a purificar.

3. Poner el trozo de agarosa en un tubo Corex de 15 ml. Anadir 5
ml de solucidn I.

4. Fundir a 65°C durante 30 min.

b. Preparacién de la minicolumna

5. Cortar la punta inferior de la minicolumna cerca de la matriz
blanca. Quitar el tapéon de proteccién. Cargar una jeringa de
5 ml con 2 ml de solucién 11 y pasarla a través de la
minicolimna. Lavado de la columna de posibles impurezas.

6. Equiilibrar la minicolumna con solucién I pasando 5 ml de esta
soluciodn.

c. Purificacion

7. Colocar un prefiltro QESechable (Schleicher & Schull FP030/20)
en la parte superior de la minicolumna.

8. Cargar la muestra en una Jeringa y pasarla muy lentamgnte a
través del prefiltro y la minicolumna. Recoger el eluido en

un tubo esteril (nota b). )
9. Pasar 3 ml de solucién I, para lavar restos retenidos de forma

inespecifica.
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10. Quitar el prefiltro. Pasar 0.4 ml de solucion II, recogiendo
el eluido de la columna en un tubo eppendorf.

11, Precipitar el DNA de 1los 400 pl recogidos anadiendo 2
volumenes de etanol absoluto frio (-20°C). Precipitar en
frio. Centrifugar.

12. Lavar el sedimentc con etanol al 70%. Secar.

13. Resuspender el sedimento en 10 a 20 pl de tampon TE pH 7.5.

DISOLUCIONES

Disolucion 1

NaCl 200 mM
Tris-HC1 20 mM pH 7.5
EDTA 1 mM

Disolucion II

NaCl 1.0 M
Tris-HC1 20 mM pH 7.5
EDTA 1 mM

OBSERVACIONES

a. Minicolumnas equivalentes son las comercializadas por BRL bajo
el nombre comercial NACS PREPAC (BRL 1505 SK).

b. Con la finalidad de evitar que la agarosa de bajo punto de
fusion solidificara toda la manipulacién se realizaba en el
interior de una campana de flujo laminar que a los 30 min de
funcionamiento alcanzaba una temperatura de 37-39°C.

c. Este método permite obtener un DNA muy puro. Asimismo se puede
emplear para concentrar DNA en pequenos volumenes.
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2.8 TRANSFERENCIA DE DNA Y RNA A
FILTROS DE NITROCELULOSA O NYLON

La localizacion de secuencias de DNA o RNA con homologia a
otras empleadas como sondas, por hibridacién, es una técnica
fundamental en biologia molecular. Se ha realizado normalmente
por la técnica de transferencia descrita por Southern (1975). El
método consiste en separar el DNA, ya sea en un gel, en colonias
bacterianas o en calvas de 1lisis aisladas, desnaturalizarlo y
fijarlo sobre un filtro de nitrocelulosa o de nylon. Normalmente
se emplearon filtros de nitrocelulosa excepto para trabajos con
DNA gendmico en que se utilizaron filtros de nylon (Zeta-ProveTM
BioRad, Hybond™ Amersham). Despues de la transferencia el DNA
unido al filtro se hibriddé con DNA marcado con 32P, y se
localizaron las secuencias complementarias a la sonda radiactiva
por autorradiografia.

Esta técnica se emplea para localizar secuencias especificas

en DNA clonado asi como sobre DNA gendmico digerido con
diferentes enzimas de restricciodn.

2.8.1 TRANSFERENCIA DE FRAGMENTOS DE RESTRICCION DE DNA

Se emplearon dos técnicas similares aunque difieren en la
eficiencia de la transferencia y en el tiempo que dura ésta. En
la primera el tiempo de transferencia se reduce a 30 min o 1 h, ¥y
en la segunda de 8 a 12 h. Es adecuado para la transferencia de
fragmentos de restriccion de DNA, en los que la cantidad de DNA
por banda es suficientemente elevada para que incluso una
transferencia parcial sea suficiente. La transferencia lenta
asegura una elevada eficiencia de transferencia.

2.8.1.1 Transferencia réapida

PROCEDIMIENTO

1. Separar el DNA por electroforesis en gel de agarosa.
Fotografiar el gel colocando una regla milimetrada en un
lateral con la finalidad de disponer de una referencia del
tamano real.

2. Depurinacién. Incubar el gel a temperatura ambiente durante 10
min en disolucién de HCl con agitacion suave. De este modo
el DNA se fragmenta gn trozos de menor longitud (nota a).

3. Lavar el gel con agua.

4, Desnaturalizacion. Incubar el gel en solucién de
desnaturalizacién 20 min con agitacion suave.

5. Neutralizar el gel durante 30 min en tampén de neutralizacién

(I). Agitar suavemente. .
6. Montar la transferencia tal como se observa en la figura
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2.9.1, siendo las capas :

- gel
filtro de nitrocelulosa, empapado en solucion de

neutralizacioén (1) '

- 3 capas de papel Whatman 3MY Chr(Whatmann 3030 917)
- 3 a 4 cm de papel de filtro
cristal

- peso de 3 a 5 kg
De este modo se consigue establecer un flujo de liquido que
sale del gel, atraviesa el filtro de nitrocelulosa y pasa a
los papeles de filtro, desplazando al DNA y poniéndolo en
contacto con el filtro de nitrocelulosa.

I

|

7. Dejar transferir de 30 min a 1 h. Desmontar sin separar el

filtro “ de ‘nitrocelulosa del gel. Marcar con un lapiz o
boligrafo la posicién de los pocillos y hacer un corte en la
esquina inferior izquierda para orientar el filtro.

8. Separar el gel del filtro. Tenirlo 15 a 30 min en una solucidn

de bromuro de etidio (0.5 pgr/ml) en agua para comprobar la
eficiencia de la transferencia.

9., Lavar el filtro en SSC (6x) 2 min. Colocar el filtro de

10. I

nitrocelulosa entre papeles de filtro hasta que esté seco
(16 a 20 min a temperatura ambiente).

ncubar el filtro de nitrocelulosa (entre papeles de filtro)
a 80°C durante 2 a 3 h. E1 DNA se une fuertemente a la
nitrocelulosa. El1 filtro con el DNA fijado se puede
conservar a temperatura ambiente o someterlo a
prehibridacion e hibridacién con sonda radiactiva.

DISOLUCIONES

Disolucion de HC1

HCl 0.2 N

Tampon de desnaturalizacion

NaOH
NaCl

0.5 N
1.5 M

Tampon de neutralizacion (I)

NaOH

20 mM

acetato amonico 1 M

2.8.1.2 Transferencia lenta

PROCEDIMIENTO

1. S

eparar el DNA por electroforesis en gel de agarosa.
Fotografiar el gel colocando una regla milimetrada en un
lateral con 1la finalidad de disponer de una referencia del
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tamano real.

2. Irradiar el gel con luz UV de onda corta (254 nm) 4 min por
encima de 3.5 kbp y 8 min por encima de 6 kbp. El efecto de
la luz UV es provocar roturas en las cadenas de DNA,
reduciendo de este modo su tamano y facilitando 1la
transferencia (nota a).

3. Desnaturalizacion. Incubar en disolucion de desnaturalizaciodn

60 min a temperatura ambiente con agitacidn suave.
. Lavar con agua MilliQ.
. Neutralizacion. Incubar en disolucién de neutralizacioén (I1)
30 min a temperatura ambiente con agitacién suave.

Lavar con agua MilliQ.

Incubar 30 min mAs en disolucién de neutralizacién (II).

Pasar el gel a una solucion de SSC (10x).

Montar el sistema descrito en la figura 2.9.2.

- dos tiras de papel Whatmann 3MM como mechas

gel, rodeado de tiras de parafilm

filtro de nitrocelulosa, empapado en SSC (2x)

-~ 2 capas de papel Whatman 3M' empapadas en SSC (2x)

- 2 capas de papel Whatman 3MM secas

5 a 10 cm de papel de filtro

cristal

- peso de 0.5 a 1 kgr

10. E1 tampon de transferencia es SSC (10x). Envolver todo el
sistema con una capa de plastico para evitar la evaporacién.

11. Dejar transfiriendo durante 8 a 12 h (nota b).

12. Desmontar el sistema, senalizar los pocillos y hacer un corte
en el filtro para orientarlo. Tenir el gel de 15 a 30 min en
una solucioén de bromuro de etidio (0.5 pg/ml) en agua.

13, Lavar el filtro de nitrocelulosa en SSC (6x) 2 min a
temperatura ambiente. Dejar secar sobre papel de filtro.

14. Incubar el filtro a 80°C durante 2 a 3 h para fijar el DNA,

w0 oo=-1;m w e

DISOLUCIONES

Tampon de neutralizacion (I1)

NaCl 1.5 M

OBSERVACIONES

a. La depurinacién con HCl tiene un efecto de rotura de cadenas
de DNA en general, con el peligro de que fragmentos de
pequeho tamafno también se fragmenten. Esto se evita con la
irradiacién con UV de onda corta si tapamos la zona del gel
de los fragmentos menores, con lo cual se rompend solo las

cadenas de DNA de alto peso molecular. N
b. Los primeros experimentos realizados con DNA gendmico se

realizaron empleando filtro de nitrocelulosa como soporte y
la transferencia se realizaba siguiendo el método lento. El

tiempo de transferencia se increments a 24 h.
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Figura 2.4 : Transferencia rapida de DNA a papel de

nitrocelulosa.
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Figura 2.5 : Transferencia lenta de DNA a papel de nitrocelulosa.
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2.8.2 TRANSFERENCIA DE DNA A NYLON : TRANSFERENCIA ALCALINA

El empleo de membranas de nylon se justifica en algunos
experimentos pese a sSu mayor precio por que presentan una mayor
resistencia mecanica, mayor resolucion, mayor sensibilidad y
pueden deshibridarse con facilidad. En el caso de estudios sobre
DNA gendmico es el soporte mas adecuado. En nuestro caso se
emplearon membranas de nylon Zeta-ProbeRr de BioRad ¥
ocasionalmente Hybond?R de Amersham.

PROCEDIMIENTO

1. Separar el DNA por electroforesis en gel de agarosa.
Fotografiar el gel colocando una regla milimetrada en un
lateral con la finalidad de disponer de una referencia del
tamano real.

2. Incubar el gel en disoluciéon de HCl1 10 min a temperatura
ambiente con agitacidon suave.

3. Montar el gel en un sistema de transferencia como el que se
describe en la figura 2.8.1.2.a. La disolucidén de
transferencia que se utiliza es NaOH 0.4 N. Colocar el gel
sobre el papel Whatman 3MM que actia de mecha procurando que
no queden burbujas. Cubrir el gel con una pequefia cantidad
de NaOH 0.4 N, )

4, Colocar sobre el gel la membrana de nylon previamente
humedecida en agua estéril. Evitar las burbujas. Cubrir la
membrana con NaOH 0.4 N,

5. Humedecer en agua dos papeles Whatman 3MM y colocarlos sobre
la membrana. Terminar de montar la transferencia tal como se
indica en la figura 2.8.1.2.a.

6. Dejar transferir de 12 a 24 h.

7. Desmontar la transferencia y marcar en la membrana la posicion
de los pocillos. Hacer un corte en la esquina inferior
izquierda para orientar el filtro.

8. Lavar el filtro de nylon en SSC (2x) y secarlo al aire. Las
membranas secas son estables a temperatura ambiente. E1 DNA
en este proceso queda fijado a la membrana durante la
transferencia ¥y no es necesaria ninguna fijacidén posterior.

2.8.3 TRANSFERENCIA DE RNA A FILTROS DE NYLON

La transferencia se hace a partir de . geles
desnaturalizantes, geles de agarosa-formaldehido para permitir la
correcta medida del pego molecular. Todo el material empleado

debe ser libre de RNAsas.

PROCEDIMIENTO

1. Separar los diferentes RNAs en un gel de agarosa fbm@aldghi@o
(ap.2.6.1). Tenido o no el el gel se transfiere sin ningin
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procesamiento previo. Es conveniente tenir al menos los
marcadores para tener una referencia del tamano real.

2. Recortar con un bisturi estéril la zona del gel a transferir.

3. Montar las piezas segun el montaje de la figura 2.8.1.2.a :

- mechas de papel Whatman 3MM empapadas en SSPE (20x)

- gel. Colocarlo sobre 1las mechas evitando las
burbujas. Colocar encima un poco de SSPE (20x).

- membrana de nylon Hybond™ (Amersham, o ZetaProbeTH
de BioRad). Evitar las burbujas. Poner encima un poco
de SSPE (20x).

- 3 a 4 capas de papel Whatman 3M‘.

- de 5 a 8 cm de papel de filtro.

- cristal

- peso de 0.5 a 1 ke.

4. E1 tampdn de transferencia es SSPE (20x).

5. Dejar transferir de 8 a 14 h.

6. Desmontar el sistema. Marcar la posicion de los pocillos en la
membrana y hacer un corte en una esquina para orientarla.

7. Secar la membrana entre papel de filtro hasta que no moje.

8. Envolver el filtro en plastico Saran-Wrap™, sin arrugas en la
cara donde esta adherido el RNA,

9. Colocando el filtro envuelto con la cara que presenta el RNA
en contacto con el transiluminador irradiarlo durante 2 a 5§
min con luz UV de onda larga (302 nm). Habitualmente 4 min
(notas a, b).

10. El1 filtro se conserva a 4°C (nota c).

DISOLUCIONES

SSPE (x20)

NaCl 3.6 M
NaHzPO«I . ? }120 0-2 M
EDTA 20 mM

OBSERVACIONES

a. El tiempo de irradiaciéon depende de la humedad que queda en el
filtro. Se aumenta el tiempo de irradiacién cuanto mas
humedo esté, hasta un maximo de 5 a 6 min. Este proceso fija
el RNA a la membrana de nylon.

b. En el caso de que el gel de agarosa-formaldehido se haya
tenido se puede aprovechar el tiempo de irradiacién de la
membrana con UV para fotografiar el RNA fijado a la
membrana. E1 RNA retiene el bromuro de etidio y es visible
cuando se irradia con luz UV. Es un buen control del estado
del RNA y de la transferencia. Es conveniente, asimismo,
tenir el gel despies de la transferencia para comprobar que
ha sido completa.

c. E1 filtro se puede conservar largos periodos de tiempo a 4°C
en oscuridad (protegido con plastico y papel de aluminio).
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2.8.4 "DOT BLOT" DE DNA

Este método permite analizar con rapidez una gran cantidad
de muestras de DNA para encontrar secuencias homdlogas por
hibridacion. Se trata de una transferencia rapida de DNA en forma
de manchas ("dots” o "spots") sobre filtro de nitrocelulosa. El
método se ha tomado de Davis et al. (1986),

PROCEDIMIENTO

1. Mojar una pieza de Whatman 3MM y otra de nitrocelulosa
cortadas al tamafio del aparato a emplear (Hybri.dot
Manifold, BRL #1050MM) en SSC (10x). Colocar primero la
pieza de papel Whatman 3™M evitando las burbujas y encima la
de nitrocelulosa.

2. Cerrar el aparato, asegurarlo y conectar el vacio.

3. Lavar los pocillos con 100 pl de SSC (20x)

4. Marcar algunos pocillos anadiendo 2 pl de solucién colorante
como marcadores de posicidn.

5. Poner de 1 a2 pgrde DNA en 10 pl de tampén TE pH 7.5.
Calentar las muestras a 95°C durante 5 min. Clavar en hielo.
Cargar en los pocillos.

7. Lavar cada pocillo con 100 pl de SSC (20x) bajo vacio.

8. Eliminar el vacio. Desmontar el aparato y quitar el filtro.

9. Secar el filtro de nitrocelulosa entre papel de filtro.
Incubar 3 h a 80°C para fijar el DNA.

10. Conservar el filtro a temperatura ambiente o proceder a
hibridar.

DISOLUCIONES

Disolucidn colorante

azul de bromofenol 0.25 %
Ficoll 400 25 %

2.8.5 REPLICAS DE PLACAS DE BACTERIOFAGO

La obtencién de réplicas sobre filtros de nitrocelulosa de
las calvas de lisis de bacteridfago presentes en una placa de
cultivo permite la busqueda de fragmentos homologos al DNA
marcado empleado como sonda. Este procedimiento es la base de las
bisquedas de secuencias homologas sobre librerias genomicas o
genotecas. En placas de 9 cm de p se pueden llegar a plaquear
hasta 105 u.f.p. de lambda Charon35, pudiendo de este modo
analizar 105 fragmentos diferentes de DNA en un unico filtro.

PROCEDIMIENTO
1. Sembrar el bacteriéfago en las placas (ver ap. 2.3.4.1) a la
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densidad deseada, empleando solucion de agarosa blanda en la
capa superior. Incubar durante mas de 12 h a la temperatura
apropiada, usualmente 37°C (nota a).

2. Dejar las placas crecidas a 4°C de 30 a 60 min.

3. Tomar wun filtro de nitrocelulosa circular (85 mm o)
(Schleicher y Schuell BA85), escribir el nombre de 1la placa
con lapiz en un lado.

4. Con ayuda de unas pinzas poner el filtro sobre la placa de
cultivo. Con una aguja hipodérmica mojada en tinta china
hacer tres orificios asimétricos para poder orientar la
placa con posterioridad. La tinta debe manchar el medio de
cultivo.

5. Dejar de 20 a 30 s.

6. Sacar el filtro de nitrocelulosa con cuidado de no arrastrar

agarosa (nota b).
. Sumergir en una placa de Petri con 40 ml solucién I,
desnaturalizante. Dejar 1 min (nota c).

8. Sacar el filtro. Escurrir sobre papel de filtro.

9. Sumergir en una placa de Petri de 15 cm ¢ con 200 ml solucidn
11, neutralizante. Dejar 1 min.

10. Sacar el filtro. Escurrir sobre papel de filtro.

11. Sumergir en una placa de Petri de 15 cm ¢ con 200 ml solucion
II1. Dejar de 30 s a 1 min.

12. Escurrir sobre papel de filtro. Dejar secar 20 min a
temperatura ambiente entre hojas de papel de filtro.

13. Para fijar el DNA a la nitrocelulosa se incuban los filtros a
80°C en una estufa durante 2 a 3 h (notas d, e, f).

DISOLUCIONES

Disolucion de agarosa blanda

0.7 % agarosa en medio LB

Disolucidn I

NaOH 0.1 N

NaCl 1.6 M 4
Para 50 ml : S5 ml NaOH 10 N, 15 ml NaCl 5 N y 30 ml
agua.

Disolucidn II

Tris-HCl 0.5 M pH 7.5

NaCl 1.5 M
Para 200 ml : 60 ml NaCl 5 N, 50 ml Tris-HCl 2 N pH 7.5
¥ 90 ml agua.

Disolucidn III

SSPE 2x
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OBSERVACIONES

a. Conviene emplear solucién de agarosa blanda en lugar de agar
pues al enfriarse es mas consistente y se evita el arrastre
de medio por el filtro al hacer la réplica.

b. Se pueden hacer 2 réplicas por placa. En ese caso, para hacer
la primera se dejara el filtro 20 s y para la segunda 2 min.
Marcar la primera réplica haciendo 3 orificios asimétricos,
¥y la segunda haciendo 6, en parejas, asimétricos.

c. Si se han de procesar bastantes filtros conviene cambiar la
disolucién I y I1 cada 25.

d. No es conveniente dejar los filtros mias de 3 h a 80°C, para
fijar el DNA, pues se hacen fragiles.

e. Las placas de cultivo se conservan selladas a 4°C.

f. Los filtros se pueden reutilizar. Para deshibridarlos se
sumergen en agua hirviendo, y se dejan a 65°C con agitacién
durante 1 h. Secar a temperatura ambiente entre hojas de
papel de filtro. No conviene deshibridarlos mas de dos o
tres veces.

2.8.6. REPLICAS DE COLONIAS DE BACTERIAS

Permite buscar secuencias homélogas a la sonda empleada
directamente sobre las colonias bacterianas crecidas.en una placa
de cultivo.

PROCEDIMIENTO

1. Crecer las colonias en las placas de cultivo.

3. Tomar un filtro de nitrocelulosa circular (85 mm ¢)
(Schleicher y Schuell BA85), escribir el nombre de la placa
con lapiz en un lado.

4, Con ayuda de unas pinzas poner el filtro sobre la placa de
cultivo. Dejar el filtro 20 s.

5. Retirar el filtro con cuidado de no arrastrar ninguna colonia
sobre la placa.

6. Dejar las placas en la estufa a 37°C para que las colonias
vuelvan a crecer.

7. Colocar el filtro con la cara de las colonias hacia arriba
sobre papel 3MM empapado en disolucion I, desnaturalizante.
Dejar 5 min. Durante este tiempo las bacterias lisan y las
colonias se vuelven brillantes.

8. Escurrir los filtros 10 s sobre papel de filtro (nota a).

9. Colocar los filtros sobre papel 3MM empapado en disolucion II,
neutralizante. Dejar 5 min.

10. Escurrir los filtros sobre papel de filtro.

11. Colocar los filtros sobre papel 3MM empapado en disolucidn
II, neutralizante. Dejar 5 min.

12. Meter los filtros en una cubeta con etanol al 70 %,

unicamente 10 s. ' ‘
13. Dejar secar los filtros sobre hojas de papel de filtro a
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temperatura ambiente.
14. Fijar el DNA a la nitrocelulosa incubando los filtros entre
hojas de papel de filtro a 80°C durante 2 a 3 h.

!

OBSERVACIONES

a. En la mayor parte de las réplicas suelen quedar restos de
colonias y de medio adheridoc a la nitrocelulosa. Es
conveniente eliminar estos restos pues dificulta la correcta
hibridacion. Se eliminan despues del lavado en etanol al 70
% (paso 12) o, preferiblemente, despues de la prehibridaciodn
de los filtros.

i
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2.9 MARCAJE RADIACTIVO DE DNA

El desarrollo de las técnicas de marcaje de acidos nucleicos
ha jugado un papel decisivo en la investigacion del DNA
recombinante. A lo largo de la ultima década se han desarrollado
una serie de tecnicas para incorporar marcaje radiactivo a los
acidos nucleicos con elevada eficiencia. Como revisidén de los
métodos de marcaje ver "Nucleic acid labelling”, Hames y Higgins|(
1985). En nuestro trabajo se han empleado sondas de DNA marcadas
radiactivamente para :

- "Southern blots” : deteccién de DNA fraccionado en gel
despues de transferirlos a membranas de nitrocelulosa o
nylon (ap. 2.8.1 y 2.8.2).

- "Dot blots”™ : deteccién de DNA no fraccionado inmovilizado
sobre membranas de nitrocelulosa.

- "blots"” de colonias o placas : deteccién de DNA liberado
por bacterias lisadas o bacteri6éfagos e inmovilizado a
membranas de nitrocelulosa.

- secuenciacion de DNA.

Las técnicas de marcaje que empleadas han sido :
1. "nick translation"
2. "ramdom primer"”
3. marcaje terminal
3.1 Extremos 3’ con quinasa y a32P ATP
3.2 Extremos 3’ con DNA polimerasa I y a®?P dNTP
3.3 Extremos 5’ con terminal transferasa y a32P ddATP

Como trazador se empled siempre 2P excepto en las
reacciones de secuencia en que se uso también 358,

2.9.1 MARCAJE DE DNA POR "NICK TRANSLATION"

Esta técnica fue la mas utilizada. Se puede emplear con una
variedad de marcajes para generar sondas adecuadas para muchas
aplicaciones de hibridaciéon. Su mayor ventaja sobre otros métodos
de marcaje uniforme de DNA es su flexibilidad con respecto a
factores tales como el tamano de la sonda, actividad especifica y
concentracién. Es especialmente adecuado para la produccidn de
grandes cantidades de sonda para utilizar en hibridaciones
miltiples que requieran elevadas concentraciones de sonda y altas
actividades especificas.

La reaccién de "dick translation” comprende la accidn
simultanea de dos enzimas: deoxirribonucleasa I pancreatica
(DNAsa I) y DNA polimerasa I de E.coli. La DNAsa I introduce
roturas al azar ("nicks") en una de las hebras de la molécula de
DNA, 1liberando extremos 3' hidroxilo ¥ St fosfato. La DNA
polimerasa I presenta dos actividades que actuan en esos puntos
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de rotura del DNA. DMediante su actividad exonucleasa 5'-3’, a
partir del extremo 5’ fosfato, elimina sucesivamente nucleotidos.
Simultaneamente su actividad polimerasa 5'-3’ anade nucledtidos a
partir del grupo 3’ hidroxilo libre empleando la cadena de DNA
como molde. De este modo 1la rotura ("nick”) se desplaza a lo
largo de la molécula de DNA. Debido a que la DNAsa I introduce
roturas al azar en la molécula de DNA el efecto neto es la
produccién de una poblacién de moléculas de DNA uniformemente
marcadas. Empleando uno o mas deoxirribonucledtidos marcados se
pueden conseguir actividades especificas elevadas (1 x 10% cpm
32P / ug de DNA).

Un factor muy importante en la reaccidén es la cantidad de
DNAsa I presente. Un defecto en la cantidad de DNAsa 1 es causa
de bajas incorporaciones ¥y un exceso conduce a una fragmentacion
excesiva de la molécula de DNA, con lo que se incrementa
considerablemente el fondo inespecifico de las hibridaciones. Las
condiciones Optimas son aquellas que permiten la incorporacidn
del 30 al 60 % del marcaje ¥y que generan fragmentos de DNA de
cadena sencilla de alrededor de 300 nucleétidos. Para una
revisién en profundidad de la técnica ver "Nucleic acid
labelling”, "Labelling of DNA with 32P by nick translation".

El método fue descrito por Rigby y Dieckmann (1977) y tomado
de Maniatis (1982).

PROCEDIMIENTO

a. Reaccion de marcaje

1. Mezclar en un tubo eppendorf (nota a) :
2.5 pl tampén de nick (