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Por razones históricas, 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 años

atrás en una recopilación de secuencias nucleotídicas (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 luego, muy

inferior al dedicado a organismos bien conocidos tales como el

ratón (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

Biología Molecular de las plantas era destacada por Fink (Fink,

1989) en un artículo publicado en un número monográfico de la

revista "Ce11 " (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 Bí o.logv", de una revista especializada ("Plant

Molecular Biology"), una 'Gordon Conference' ("Plant Molecular

Bi ologv Gordon Conference") y un ICN/UCLA "Plant Molecular

Bí oIogy Meeting". La causa de este desarrollo hay que buscarla en

el gran interés econámico subyacente a la adaptación y mejora de

especies vegetales de gran valor econámico tales como por ejemplo
muchos cereales y leguminosas. Un dato que refleja la importancia
económica de estos cultivos es la est�ión de que las proteínas
de reserva de los cereales contribuyen con el 55 % al total de la

ingesta humana mundial (Kreis et a1.,1985a).

Hay una larga lista de características valiosas para el

mejorador de especies vegetales (como la resistencia a

enfennedades y herbicidas, el aumento de la capacidad
I

fotosintética y de fijación de nitrógeno, la mejora de las

características nutricionales, etc ••• ) que pueden incorporarse a

las distintas especies con las nuevas tecnologias hoy dia

disponibles. Para ello, sin embargo, es necesario conocer la

introducción
'
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estructura y regulación de los genes implicados y de los sistemas

metabólicos relacionados y este conocimiento es hoy día escaso en

la mayor parte de los modelos biológicos. Hay, sin embargo, una
•

excepción, las proteínas de reserva. Sobre la biologia de las

proteínas de reserva se han realizado importantes avances en los

últimos años.

Aunque el rendimiento de los cultivos de cereales por

hectárea no ha cesado de aumentar desde principios de siglo con

la aplicación. - de nuevas variedades más productivas y de

tecnología agropecuaria avanzada, no se ha conseguido mejorar la

calidad nutricional de éstos. La calidad nutricional del grano

viene determinada por la idoneidad de su composición en

carbohidratos y en aminoácidos en relación con el metabolismo del

animal que lo incorpora en su ingesta. Así, por ejemplo, el maíz

es un cereal rico en carbohidratos y en proteínas. Sin embargo,

la composición de aminoácidos del grano de maíz presenta unos

niveles �. bajos de triptófano y de lisina, dos aminoácidos

esenciales. Cuando este cereal se emplea en la alimentación del

ganado estabulado hay que suplementarIo con soja, pero tanto el

maíz como la soja presentan niveles bajos de metionina, y es

necesario suplementarIos con este aminoácido. El uso de éste,

producido por fermentación, encarece notablemente la alimentación

del ganado. En el grano de maíz apenas hay aminoácidos libres, y

su abundancia viene determinada por la composición de las

proteínas.mayori tarias, . las denominadas proteínas de reserva. La

calidad nutricional del grano queda pues determinada por el

control de la expresión de los genes que codifican estas

proteínas mayoritarias y no por los genes que afectan a las rutas

de síntesis de los aminoácidos.

1. 1 LA FOOMACION DE LA SEMIlLA EN EL MAIZ

Una de las características del maíz que le han llevado a ser

un modelo biológico bien conocido genéticamente es la posibilidad
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de analizar, con relativamente pocos

cantidad de cruces genéticos, gracias a

espiga madura de cientos de granos.

individuos , una gran

la disposición en la

En el maíz los organos reproductores masculinos y femeninos

se localizan sobre el mismo individuo, permitiendo tanto procesos

de autofecundación como de fecundación cruzada. Los órganos

reproductores masculinos, las anteras, se localizan en la parte

apical de la planta. Los órganos femeninos, agrupados en espigas,
se desarrollan en las partes bajas del tallo. En cada espiga

inmadura se desarrollan centenares de o��ios. Las flores en la

espiga se ordenan de la misma forma que los granos en la mazorca.

De este modo cada mazorca se podría comparar con una placa de

Petri que contuviera centenares de colonias, cada una de ellas

con un carácter genético distinto. Como cada planta puede

presentar 3 ó 4 espigas, y en cada una de ellas hay centenares de

granos, cada individuo puede producir varios miles de

descendientes. Así pues, pueden encontrarse acontecimientos

genéticos raros (frecuencia de 10-7) dentro de una generación

(tres meses). Además, cuando la semilla madura y se deseca se

puede conservar viable durante años. De este modo es posible en

el maíz realizar experimentos que en modelos animales no serían

viables, debido a factores tales como el tiempo de generación y

número de descendientes por individuo. Asimismo, por su posición

filogenética, el maíz es un modelo más adecuado para el estudio

de sistemas eucariotas superiores que, por ejemplo, los hongos.

Las descripciones botánicas del desarrollo del grano de maíz

son numerosas (True, 1893; Sargant, 1900; Poindexter, 1903;

Miller, 1919; Weatherwax, 1919; 1923; 1930), asi como

descripciones comple� de los aspectos morfológicos 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 único órgano en el que
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conviven 3 tejidos con distintas dotaciones genéticas. Esto es

consecuencia del característico proceso de fecundación.

En un ovario en maduración se diferencia una célula,

progenitora del saco embrionario, que sufrirá un proceso de

meiosis. De las cuatro esporas haploides resultantes solamente

una sobrevive. A partir de las divisiones de ésta se fonna el

metagametófito, formado por células haploides poco diferenciadas

entre las cuales destacan dos. La primera es el óvulo, situada en

el punto por donde penetrará el tubo polínico, y la segunda es

una célula grande con dos núcleos haploides, la denominada célula

central. En las anteras se fonnan las esporas haploides en un

proceso de meiosis. Células deri�� de las esporas forman el

grano de polen en el que se encuentran dos pequeñas células de

cromatina muy condensada, las células espermáticas, y una célula

mayor, la célula del tubo polínico, con un núcleo activo.

Cuando un grano de polen cae sobre el estigma de un ovario

maduro se desarrolla el tubo polínico que arrastra al interior

del ovario a las dos células espermáticas. Una de las células

espermáticas se fusiona con el óvulo, los núcleos se funden y se

forma una célula diploide que dará lugar al embrión. La segunda

célula espermática se fusiona con la célula central, binucleada.

En ésta se poduce primero la fusión de los dos núcleos haploides
originales y después la fusión con el núcleo de la célula

espermática. Así se forma una célula triploide que dará lugar al

endospermo ,

Así, 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 embrión, y un

dos dotaciones cromosómicas maternas

endospenno •

tejido triploide con

y una. paterna, el
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1.2 EL�, TEJIDO DE RESERVA

Se ha considerado que todas las células de las plantas

presentan actividad secretora debido a que todas ellas sintetizan

y descargan las proteínas y carbohidratos que fonnan la pared

celular (Adeli y Altosaar, 1984). Sin embargo las células del

endospermo en la semilla producen además durante la embriogénesis

una gran cantidad de proteínas especializadas para el propósito

específico del almacenamiento (Altschull et al., 1966; Boulter y

Derbyshire, 1978).

A lo largo de la maduración de la semilla es en el

endospermo donde tiene lugar la mayor parte de la intensa labor

biosintética que le permitirá acumular una gran cantidad de

azúcares y aminoácidos. Durante la germinación de la semilla los

carbohidratos y proteínas almacenados en este tejido son

hidrolizados liberándose los azúcares y aminoácidos que harán

posible las primeras etapas del desarrollo de la planta joven.

El endospermo del maíz (para una revisión sobre su

desarrollo ver Kowles y Phillips, 1988) se describe generalmente

como un tejido triploide aunque en realidad esta caracteristica

cambia rápidamente en la mayor parte del tejido después de la

polinización. De 2 a 4 h después de la polinización se inician

las divisiones mitóticas del núcleo triploide que conducirán, ya

a los 2 dias después de la polinizacion (d.d.p.) a la formación

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 ep la periferia del tejido. El tejido

periférico se comporta como un meristemo, suninistrando células

nuevas hacia la masa central del endosperrno. El crecimiento de

las células centrales, así como de sus núcleos es

excepcionalmente alto. Así, en la linea híbrida Al88 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,

Tschennak-Woess and Ensenberg-Kunz, 1965) se describen

incrementos importantes del contenido de DKA en el núcleo de las

células centrales del endospermo desde 6 a 384 veces la dotación

haploide. Phillips y Kowles (Phillips et al., 1983; 1985; Kowles

y Phillips, 1985) han descrito el patrón citogenético del

crecimiento del endospermo del maíz, 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 región central del endospermo ��ían, especialmente

respecto a las periféricas. Sarkar y Coe (1971) proponen que,

para un desarrollo correcto, el endospermo precisa ser triploide
o múltiplo de ése valor, con un balance equilibrado de 2:1

materno:paterno.

La amplificación del DNA genómico en el endospermo de maíz

podía deberse bien a amplificación 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 maíz no pudieron detectar procesos de

amplificación diferencial.· Roninson (1983), empleando una técnica

que permite detectar si un fragmento de DNA genémico se encuentra

repetido más de 50 veces, no pudo descubrir amplificación
diferencial del DNA en el endospermo. Empleando citofluorometría

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 la heterocromatina como la eucromatina se

amplifican por igual. De los resultados anteriores se puede
concluir que si se produce algún proceso de amplificación
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diferencial, es muy restringido y/o se da a muy pequeña escala.

La función biológica de esta amplificación del DNA en el

endospermo es desconocida. Una posibilidad sería la de obtener

DNA de almacenamiento en el endospermo para, una vez degradado,

s\.UTIinistrar nucleósidos (o nucleótidos) al embrión. El atmJento en

la cantidad de DNA en las células del endospermo tiene un máximo

alrededor del dia 18 a 20 d.d.p. A partir de ese día decrece,

coincidiendo con un período de crecimiento intenso del embrión

(Kowles y Phillips, 1985; Phillips et al., 1985). Una segunda

posibilidad sería la de permitir una intensa transcripción que

hiciera posible mantener unos procesos biosintéticos muy activos.

Hay numerosos ejemplos de relación estrecha entre la

amplificación del DNA y la síntesis de sustancias en el

endospermo en desarrollo. Hay gran número de referencias que

describen un incremento espectacular de actividades en el

endospermo entre 10 y 12 d.d.p., coincidiendo con la

amplificación del DNA. Este incremento se ha descrito para el

peso seco (Brink y Cooper, 194ib; Groszmann and Sprague , 1948),

peso fresco (Hadzi-Taskovic Sukalovic, 1986), aparición de

gránulos de proteínas (Duvick, 1961; 1963; Khoo y Wolf, 1970),

proteínas totales (Ingle et

1979), mR.�.A de zeinas (Marks

zeínas (Wilson, 1978; Soave

al. , 1965; DiFonzo et al., 197i;

et al., 1983) y actmlUlacién de

et al., 1981; Lee and Tsai, 1984).

Hay numerosas actividades enzimáticas 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 período de 10 a 12 d.d.p.
es un período crítico, seguido por una prolífica actividad de

desarrollo del endospermo en el maíz.
j

1. 3 �INAS DEL ENIXm'EIM') �INAS DE RESERVA

La primera clasificación que se realizó de las proteínas de
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reserva de las semillas se basó en criterios de solubilidad,

empleando la técnica de extracción secuencial descrita por

Osborne y Mendel (1914) y modificada posterionnente por Landry �T
I

Moureaux (1980). En esta clasificación se diferencian cuatro

clases de proteínas en la semilla :

1. albúminas: solubles en agua.

2. globulinas solubles en soluciones salinas.

3. pro laminas solubles en soluciones alcohólicas.

4. glutelinas solubles en soluciones alcalinas o ácidas

diluidas o en soluciones salinas o alcohólicas que

contengan un agente reductor.

En cereales los diferentes grupos de proteínas parecen

cumplir diferentes funciones :

a. función metabólica. El papel metabólico es la función

prin�ipal de muchas albúminas y globulinas. En algunos casos

un enzima concreto puede llegar a presentarse en cantidades

elevadas constituyendo una fracción importante del nitrógeno

reducido presente en la semilla. La ureasa de la leguminosa

Canavalia ensiforrnis es un ejemplo característico. En el

endospermo del maíz la sacarosa sintetasa llega a

representar el 2.8 % de la fracción de globulinas (Su y

Preiss, 1978).

b, función estructural. Muchas proteínas presentes en el

endosperrno son estructurales, por ejemplo las proteínas

ribosomales, ciertas proteínas del retículo endoplásmico y

las glicoproteínas de las paredes celulares. Estas proteínas
no están bien caracterizadas y no se conoce ningún

componente que se encuentre en cantidades importantes en la

semilla. Muchos péptidos estructurales se extraen en la

fracción 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;198lbl.

c. función de almacenamiento. Ciertas proteínas de la semilla

parecen tener corno única f'unc
í

ón la de formar la reserva de

nitrógeno, carbono y generalmente azufre durante el

desarrollo de la semilla, suministrando estos nutrientes al

embrión en germinación. 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 proteínas de reserva han sido

estudiadas en los cereales y leguminosas que son importantes
desde el punto de vista agrícola. En todos los cereales las

proteínas de reserva son de tipo prolamina y glutelina con

la curiosa excepción de la avena (Avena satíva) en que son

globulinas. En las leguminosas y otras dicotiledoneas las

proteínas de reserva mayoritarias son de tipo globulina.

Las proteínas de reserva se han definido (Higgins, 1984)

corno el conjunto de proteínas proteína que se acumulan en

cantidades significativas en el proceso de maduración de la

semilla y que en la germinación es hidrolizada con rapidez para

suministrar el nitrógeno reducido necesario en las primeras

etapas del desarrollo de la planta joven. Así pues las proteínas
de reserva de las semillas desempeñan una función trófica

(Spencer, 1984). A pesar de que las proteínas de reserva típicas
no tienen ninguna otra f\.U1ción, existen algunas proteínas que se

acumulan en las semillas en cantidades importantes y que tienen

funciones enzimáticas durante la maduración (Su y Preiss, 1978) o

de protección, al actuar como tóxicos en los animales que las

ingieren (Larkins, 1981).

I

La composición en aminoácidos de las proteínas de reserva

mayoritarias está determinada por su función de reserva de

nitrógeno (Higgins, 1984). Así, están enriquecidas en aminoácidos

como aspar-rag ina , glutamina y arginina o prolina.. Asimismo, los
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niveles de proteínas de rese�� están mucho más afectados por la

cantidad de nitrógeno reducido disponible por la planta que

ningún otro grupo de proteínas en la semilla (Abrol et al., 1971;
•

Derbyshire et al., 1976; Larkins, 1981; Kirkman et al., 1982).

Esta desviación en la composición de aminoácidos conlleva una

subrepresentación de otros que, en el caso de las leguminosas son

cisteina, metionina y triptófano y, en los cereales, lisina y

triptófano.

La mayor». parte de. las proteínas de r-eserva se encuentran

agregadas formando complejos de elevado peso molecular con poca o

ninguna solubilidad en agua (Larkins, 1981). Hay, sin embargo,

ejemplos de proteínas de r-eser-va pequeñas solubles en agua en el

ricino ("castor bean", Ricinus cornmunis) (Youle et al., 1978), el

cacahuete ("peanut", Arachis hypogaea L.) (Basha y Pancholy,

1981), el guisante (Pisum sativum) (Murray, 1979) y la judia

pinta ("mt.lIlg bean", Vigna radiata) (Manickam y Carlier, 1980). En

las semillas las proteínas de reserva se localizan de modo

predominante en orgánulos pequeños (de 1 a 20 JJIll de diámetro),

denominados cuerpos proteicos, rodeados de una membrana simple o

tonoplasto que derivan del retículo endoplásmico (Pernollet,

1978; Weber y Neuman, 1980). Al depositarse de modo insoluble en

forma de vesículas se retiran del medio una gran cantidad de

elementos, osmóticamente activos, que podrían dificul ta.r los

procesos de desecado habituales en las etapas finales de la

maduración de la semilla y en los que puede llegar a perder el

95% de agua que contiene.

La diversidad de proteínas 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 clasificación. Basándose en los criterios de

solubilidad y de composición global de aminoácidos, 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 proteínas (deducidas de

la secuencia nucleotídica de clones cDNA) ;v de los genes que las

codifican.

1. 4 PROTElNAS DE RESERVA DE MJNOCaI'ILEOONEAS PROLAMINAS

Las proteínas mayoritarias en las monocotiledóneas son

prolarninas, aunque presentan bastantes diferencias entre las

principales especies estudiadas. Representan la mayor parte de la

proteína total en el tejido maduro. Además, se han descrito otras

proteínas de reserva, de naturaleza globulina, en la avena (Avena

sati va) y en el maíz (Dierks-Ventling, 1982), aunque en esta

especie su contribución a la proteína total del endospermo es

baja. A continuación se describirán las proteínas de reserva

mayoritarias, prolaminas, en las Triticeae y en el maíz, así como

los genes, actualmente conocidos que las codifican.

1 • 4 • 1 PROLAMINAS DE TRITlCEAE

Las especies más estudiadas de esta familia son el trigo

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

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

mayoritarias en la semilla, se han clasificado en función de su

composición en aminoácidos y peso molecular en tres grandes

grupos (Miflin et al, 1983; Shewry et al., 1984d; Shewry y

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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PROLAHINAS

ricas en S pobres en S alto peso .olecular

Gluta.ina 32 - n 38 - 53 30 - 39

Prolina 15 - 24 20 - 3� 12 - 17

Cisteina t Ketionina 2.4 - 3.6 O - 0.2 0.5 - 1.9

Glicina 1.5 - 3.3 0.4 - 1.2 14 - 20

FenilaIanina 3.7 - 5.6 1.4 - 9.3 0.3 - 1.8

Lisina 0.2 - 0.8 O - 0.5 0.2 - 1.3

Tabla 1.1 : Composición parcial de aminoácidos (en mol %) de los

grupos mayores de prolaminas de Triticeae (tomado de Kreis

et al., 1985).

GRUPO DB PROLAHINAS BSPBCIES NOHBRE DB LA FRACCION LOCUS BSTRUCTURAL POSICION DEL LOCU5

Al to peso Trigo Subunidades de alto Glu-I !AL, IBL, IDL
.olecular peso .oIecular de las
¡"HHW") gluteninas

Centeno SecaIinas de alto peso Sec-3 IRL
.olecular

Cebada D-hordeínas Hor-3 5L

Pobres en

azufre
Trigo
Centeno
Cebada

'-' - gliadinas
., - secalinas
C - hordeÍDas

cu-:
Sec-I
Bor-)

lAS, lBS, IDS
lRS
SS

Ricas en Trigo ... - gliadinas Gli-l lAS, lBS, lDS
azufre &liadinas agregadas

y - básicas cn-: lAS, lBS, lOS
y- ácidas Glu-Z lBS, lOS

1 - a gliadinas Gli-2 6AS, 6BS, 6DS
Centeno 4D k r - secalinas Sec-l lRS

75 k r- secal iaas Sec-2 (2Bcer /6B".)S
Cebada B - hordeína Hor-2 SS
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Tabla 1.2 : Grupos de pro laminas en trigo, centeno y cebada. Se
indica las denominaciones de cada fracción en oada una de
las especies, la denominación de los loci estructurales
conocidos y su poS1Clon en el cromosoma. Según datos de

Payne y col. (Payne et al., 1984) y She�TY y col. (She�' 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 proteínas que presentan bastante

heterogeneidad en sus caracterísitcas de solubilidad. Este hecho

afecta notablemente sus propiedades de extracción, que tiene

lugar tanto en soluciones de alcoholes en agua (prolaminas 1)

corno en soluciones alcohólicas con agentes reductores (prolaminas
11 o gluteninas). Forman hasta el 80-90 % de la fracción de

proteínas totales de la semilla en condiciones normales de

crecimiento, pero se reduce desproporciona.damente en condiciones

de carencia de S. Se pueden subdividir en distintos grupos en

trigo (Tri ticurn»)' centeno (Secale cereale ) , siendo un grupo

único en cebada (Hordeurn).

En el trigo las gliadinas (prolaminas 1) se clasifican

generalmente por su movilidad electroforética a pH ácido en a, a,

)" y.., (Kasarda et al., 1976). Las proteínas de mayor movilidad

( a, e y � ) 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 disul furo , se extrae en la

fracción de pralaminas 11, 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 composicián similar a la de los polipéptidos de los

grupos a, a y , y 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-terminal de los péptidos se han
f

diferenciado tres grupos. El primero (tipo a) se encuentra

presente en las a, as y Yl-g1iadinas (Autran et al., 1979)

Las f-secalinas (prolaminas ricas en azufre del centeno) se

pueden dividir entre formas agregadas y no agregadas (Field et

al., 1983; She�T 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 (She�TY et

al. , 1982) • Esta secuencia es asimismo homóloga a las r

gliadinas.

Las pro laminas ricas en azufre de la cebada se denominan B

hordeínas. Se diferencian distintos pol í.pépt.Idos tanto por

digestiones con bromuro de cianógeno y mapado de péptidos (Faulks

et al., 1981), hibridación de cDNA y poblaciones de mRNA (Kreis

et al., 1983) así como secuenciación de clones cDNA y genómicos

(Forde et al., 1983), pero no difieren en sus propiedades de

agregación (Field et al., 1983).

Se conocen en la actualidad un buen número de secuencias

aminoacídicas de prolaminas de Triticeae (p. ej. Tabla 2 en Kreis

et al., 1985a) deducidas en su mayor parte a partir de la

secuencia nucleotídica de clones cDNA y genámicos. Las prolaminas
ricas en S son las que muestran la organización estructural más

compleja. Kreis y col. (Kreis et al., 1983) describen la

comparación de las secuencias deducidas para las proteínas A ( a )

gliadina (cDNA, Kasarda et al., 1984a), las secuencias e y N

terminales de -gliadina descritas por Scheets y col. (Scheets

et al., 1985) y Okita (Oki ta, 1984), y la secuencia completa de

una gliadina agregada descrita por Oki ta (Oki ta, 1985). A partir
de su estudio se describen dos dominios en las prolaminas ricas
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en S. El primero, N-terminal, rico en prolina, pobre en cisteína

no presenta estructura repetitiva. El segundo, C-terminal, pobre
en Prolina, rico en Cisteína, tiene estructura repetitiva. Además

la proteína es traducida con un péptido señal que es eliminado

cotraduccionalmente y no se encuentra presente en el polipéptido
maduro. Las secuencias de este péptido señal son homólogas entre

las distintas proteínas estudiadas, así como con otras

prolaminas. Watson (Watson, 1984) a partir del estudio de 2ií

secuencias de prolaminas describe la estructura consenso de un

péptido señal

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

prolaminas es una Lisina, presentando una Arginina ext.ra 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 aminoácidos hidrofóbicos.

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

las prolaminas, con la excepción de la glutelina-2 del maíz

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

La única diferencia importante respecto al consenso general

de la estructura de los péptidos señales es la ausencia de una

rotura de la hélice en los residuos polares antes del punto de

corte. Unicamente las "( -gliadinas presentan una glicina en esta

posición lo cual está. de acuerdo con la estructura consenso,

aunque no universal, de los péptidos señal. Para una discusión

más detallada de la 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

proteínas y su comparación :

1. El dominio riTO en prolina es variable entre los

diferentes tipos de prolaminas, tanto en extensión cano 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 (� o PQQPX). Algunas de las diferencias

observadas entre algunos tipos de prolaminas se pueden deber

a inserciones y/o delecciones en esta zona.
I

2. En el dominio pobre en prolina se conservan especialmente

3 regiones denominadas A, B y e (Kreis et al., 1985a),

presentándose dos regiones denominadas 11 y 13 donde se

localizan la mayor parte de las diferencias.

3. Por comparación de las secuencias de las dos zonas (rica

y pobre en prolina), los autores (Kreis et al., 1985a)

concluyen que la clasificación de las prolaminas ricas en

azufre de las Triticeae se puede hacer considerando las

secuencias del dominio rico en prolina, particularmente las

regiones intermedias. Basándose en este criterio, dividen

este grupo de prolaminas en 3 subgrupos:

a. Las B hordeínas, gliadinas agregadas y las � -gliadinas_

descri tas 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 r - gliadina de Scheets y col. (Scheets et al., 1985)

y las r -secalinas. Estas proteínas presentan una

hamología del 70 al 75 % a lo largo del dominio pobre
en prolina que contiene 9 cisteínas. 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 l'2 / � - gliadina (Bietz et al., 1977; Autran et

al., 1979).

c. Los tipos A y a-gliadinas están más alejados de los

grupos anteriores aunque son homólogos entre sí. 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 translocación 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 aminoácidos azufrados, una

gran proporción de glutamina y prolina y un contenido superior de

fenilalanina superior al de otras prolaminas. Estos tres

aminoácidos llegan a representar hasta un 80% del total, en

proporciones 4 : 3 1. Las prolaminas pobres en azufre se

localizan casi exclusi��nte en la fracción de pro laminas 1 y

forman alrededor del 10-20 % de las prolaminas totales en

condiciones normales de crecimiento.

En el trigo, este conjunto de proteínas se han denominado�

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 IM-secalinas

(Kaaarda et al., 1983), y en la cebada C-hordeínas. Las

prolarninas pobres en azufre de las diversas especies tienen

composiciones de aminoácidos similares y varian en sus pesos

moleculares desde 45000 a 80000, determinados por SDS-PAGE

(She�TY y Miflin, 1985).

Aunque se han purificado y caracterizado un cierto número de

w-gliadinas, sólo se conocen en la actualidad unas pocas

secuencias N-terminales. Kasarda y col. (Kasarda et al., 1983)

reconoce tres tipos 'básicos que ha denominado ARQ, KEL y SRL,

sobre la base de los tres primeros aminoácidos de la secuencia N

tenninal.

I

El tipo ARQ se ha relacionado con las prolaminas pobres en

azufre ancestrales pues se han descrito variantes en las C

horde ínas ,
w -secalinas y VI -gliadinas de trigo diploide,

tetraploide y hexaploide. Los tipos KEL y SRL difieren del
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anterior en la presencia de

extensas que comprenden los

una delección o de sustituciones

8 primeros residuos. A pesar de que

los primeros 9 residuos son �. variables, se conservan bien los
I

residuos siguientes (10 a 13). El tipo SRL de secuencia es

característico de un grupo de �-gliadinas que están codificadas

por el cromosoma lB 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 característica estructural más 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 y

que se repiten al menos 3 veces. Se describen diferentes

pentapéptidos aunque el más común es PQQPY.

A partir de las secuencias parciales de clones cDNA (Forde

et al, 1985a; Tatham et al., 1985), se ha derivado la secuencia

del extremo -e-terminal, que presenta una cola de seis residuos

(TIWSMV-CCX)H) precedida por una serie de octapéptidos repetidos
(motivo consenso PQQPFPQQ). Dado que la composición de

aminoácidos en el octapéptido es similar al de la proteína

completa, se postuló que dicho motivo podía extenderse a la mayor

parte de aquella.

La presencia de una estructura repetitiva en estas

pro laminas , así como en las prolaminas ricas en S, hace pensar en

la existencia de una relación entre ellas. Esta posibilidad
vendría apoyada, además, por las homologías que describe Kasarda

y col. (Kasarda et al., 1984a) entre los primeros 20 residuos N

terminales de una tat-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

genómi.oo , Los pentapéptidos N-terminales de las pro laminas pobres
en azufre (PQQPY) son similares a los tetra (PQQP) y penta
(PQQPX) péptidos que se proponen como las unidades bé.sicas
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estrucutrales de las pro laminas ricas en S. Asimismo el

octapéptido motivo de C-hordeínas (�PFFOO) se encuentra también

en l-gliadinas y se encuentran octa y heptapéptidos relacionados

en todas las otras prolaminas ricas en azufre, con la excepción
de las A gl iadinas .

1.4.1.3. Prolaminas de alto peso molecular

Este grupo se caracteriza por un contenido en glicina

particularmente alto, así como por un contenido menor en prolina

y fenilalanina que las otras prolaminas. Su cantidad varía desde

el 2 % en cebada al 10 % en el maíz de las prolaminas totales de

la semilla. Sus componentes se encuentran casi exclusivamente

formando agregados estabilizados por medio de puentes disulfuro y

se extraen en la fracción de prolaminas 11. En la cebada a este

grupo se le ha denominado D-hordeínas, y se presentan como una

banda única en SDS-PAGE de aproximadamente 105000 (Shewry y

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 y 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 aminoácidos de las D

hordeínas ni de las HMW secalinas. Sin embargo, se han descri to

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 sublmidades (Shewry et al.,

1984b) , así como clones cDNA parciales (Forde et al., 1983;

Thompson et al., 1983) y clones genélnicos completos (Forde et
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al., 1985a). La secuencia nucleotídica de este último presenta

una pauta de lectura abierta que predice una proteína de peco

molecular 3iOOO. La secuencia de aminoácidos es homóloga a la
j

descrita como extremo N-terminal previamente. Sin embargo, en el

clon genómico descrito se observó que inmediatamente después del

codón de paro sigue una pauta de lectura abierta que traducida da

una secuencia de aminoácidos homóloga a la descrita previamente

como e-terminal. Debido a que no se había encontrado nunca una

subunidad de 3iOOO como peso molecular se concluyó que se trataba

de \ID pseudogén , .que no se expresa, posiblemente formado por una

mutación de \ID gen funcional que ha generado la aparición de un

codón de paro en la secuencia codificante. Si se ignora el codón

de paro la secuencia correspondería a una proteína de 64000, más

acorde con los datos de peso molecular aparente determinados por

ultracentrifugación en gradiente (Field et al., 1982; Shewryet

al., 1984b). Es de destacar que una parte muy importante de la

proteína (75%) presenta una estructura repetitiva, con repetidos

de diferentes longitudes.

1.4.1.4 Relaciones de las prolaminas de Triticeae

con otras proteínas de reserva

A pesar de que los diversos grupos de prolaminas presentan

diversas estructuras tienen algunos elementos en común,

fundamentalmente el hecho de que tengan al menos dos dominios no

relacionados, uno de los cuales está formado por bloques

repetidos de aminoácidos. Debido a esta estructura repetitiva y a

su distribución 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 implicaría

que forman uno de los grupos de proteínas conocidos con una

evolución más rápida.

Kreis y col. (Kreis et al., 1985b) describen la existencia
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de homologías entre los diferentes grupos de prolaminas y los

inhibidores de tripsina y de a-ami lasa de cereales y las

proteínas 28 del nabo (Brassica napus L.) y del ricino (Ricinus

cornmunis). Estos resultados sugieren que los genes para las

proteínas de reserva tienen un origen dual. En primer lugar, de

un gen ancestral presente en el predecesor de mono y

dicotiledoneas, y, en segundo lugar, de una serie de repetidos

más recientes. Esta hipótesis pennitiria explicar el origen

evolutivo de algunas proteínas que presentan bastante divergencia

en estructura y función respecto a las prolaminas (figura 1. 1) •

Según estos autores, todas estas proteínas formarían parte de una

superfamilia de proteínas con una hamología de secuencia limitada

(por debajo del 50 % en algunos casos). Estas proteínas,
confinadas a la semilla aparecen en algunos grupos de

angiospermas (mono y dicotiledóneas) que han estado divergiendo

alrededor de 200 millones de años (Ramshaw et al., 1972). El gen

predecesor de todos los miembros de la superfamilia sería,

probablemente, un inhibidor de proteasas con un único dominio

estructural. Un esquema global del proceso propuesto por Kreis y

col. se presenta en la figura 1.1.

1.4.1.5 Organización genómica de las prolaminas del trigo

Se han localizado los loci cromosélnicos de un buen número de

polipéptidos extraidos en la fracción prolaminas en las

Triticeae. Esto se debe a la gran variabilidad en los patrones de

bandas electroforéticas entl� las distintas variedades. Los tres

cereales más estudiados ( trigo, arroz y cebada) presentan
diferencias en su ploidía y posibilidades de autofecundacián : 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 Cl'OOlOsomas, genomas A,B y D).

Las homologías 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 7/5 (Kreis et
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al, 1983), y esto simplifica la comprensión de los mapas

genéticos establecidos.

Figura 1.1 : Esquema de la hipótesis de generaclon de los genes

de prolaminas de las Triticeae (tomada de Kreis et al.,
1985b). Los fenómenos mayores implicados :

1. duplicación de la proteína ancestral (X) generando una

proteína con dos dominios idénticos.

2. divergencia de esta secuencia para dar lugar a las

proteínas del grupo de los inhibidores de proteasas Bowman
Bí rk , por ejemplo en cebada (Joubert, 1984).

3. Triplicación de la proteína ancestral (X) formándose una

proteína con 3 dominios idénticos que divergirán dando lugar
a las regiones A, B y C.

4. Introducción de un punto de corte entre las regiones A y
B para formar las subunidades de las proteínas 28 de ricino
(Ricinus conmunis) y soja Wlicine soja).

5. Diver-genc i.a de la secuencia, apareciendo los genes
ancestrales de los inhibidores de a-amilasas y de tripsina,
así como de proteínas relacionadas.

6. Inserción de secuencias entre las regiones A, B y C para
generar la proteína ancestral de la región pobre en prolina
de las prolaminas.

i. Inserción de un dominio repetitivo N-terminal, aparición
de las prolaminas ricas en azufre.

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

9. inserción de un dominio repetitivo anterior a la zona C,
aparición 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 la posición � los loci génicos tal como

se resumen en la Tabla 1.2 (para revisión ver Kreis et al.,

1985a). Todos los loci conocidos se agrupan en unos pocos puntos

del genoma que contienen múltiples genes.

1.4.1.6 Aspectos de la organización estructural

de los genes de pro laminas

Se han aislado varios clones cDNA y genánicos codificantes

para prolaminas en Tri ticeae. Sin embargo, en ningún caso se han

observado clones cDNA de secuencia idéntica a su correspondiente
genómico. En cualquier caso,

observa una clara homología

si se comparan las secuencias, se

entre ellos. A partir de estas

comparaciones se concluye que no se ha observado ningún 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 lUla abundancia especial de codones que

contengan el dinucleótido CG, a diferencia de lo descrito

para otros genes de plantas.
2. Hay una fuerte preferencia por el codón OCA para la prolina

(68%), lUla desviación no descrita en otros genes de plantas
ni de animales, a excepción 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 codón CAA de la glutamina (72%)

mientras que el codón 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 codón CAA en

la primera que en la segunda zona (79 % frente a 66 %).

5. Otra propiedad específica de las regiones ricas en prolina es

la fuerte preferencia por el uso del codón 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 HI'1W gliadina se.\ observa tma. utilización

preferencial de uno u otro codón en diferentes posiciones de

las secuencias consenso de los repetidos. La significación

funcional de estas observaciones no es evidente, a\.D1que es

posible que refleje simplemente la situación en los

repetidos prototipo antes de que se amplificaran.

Cada vez más hay una fuerte evidencia de que la expresión
génica está controlada, al menos parcialmente por .la interaccián

entre moléculas reguladoras (probablemente moléculas que

interaccionan específicamente con el DNA) y cortas secuencias

presentes en

(Davidson et

las regiones flanqueantes a 5' de los genes

al., 1983; Rendelhuber, 1984). El modelo de Britten

y Davidson para la inducción 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)'.· describen una

comparación de las regiones 5' de las gliadinas A ( a ) y las B

hordeínas con los genes de las dos clases mayoritarias de zeínas

del maíz.

Las A(a)-gliadinas y las B-hordeínas se consideran dos de

las más alejadas entrr las prolaminas ricas en azufre y se

encuentra sólo una homología ltmitada entre sus regiones

flanqueantes 5'. A pesar de ello, se encuentran una serie de

cortas regiones de secuencia conservada en una zona hasta -600

desde el codón de inicio (ATG). La primera zona, entre -100 y-
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90, presenta conservación de 18 de los 19 residuos y comprende la

secuencia TATAAATA, secuencia consenso de la "TATA box"

eucariota, conservada en la misma posición aproximada en genes de

plantas (Nessing et al., 1983) y de animales (Benoist et al.,

1980). La siguiente región de homología se localiza alrededor de

-300 y tiene una longitud de 34 residuos. De ellos 29 están

conservados, incluyendo un bloque de 15 seguidos con la secuencia

TGTAAAGTGAATAAG. La tercera región de homología se localiza

alrededor de -500 y es un repetido imperfecto de la anterior.

Se han descrito otras secuencias conservadas

5' de genes que presentan ex�resión coordinada

(Schoffl et al., 1984; Mauro et al., 1985; Dennis et

localizadas a

en plantas

al., 1985)

pero no están 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 r- secalinas

están tan relacionadas con las C-hordeínas como con cualquier

otro tipo de prolaminas ricas en azufre. Las secuencias 3' de las

e hordeínas presentan asimismo la misma homologia con las A

gliadinas y � - secalinas que con las demás prolaminas ricas en

azufre. Esto podría 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 últimas lo lleva

haciendo entre sí (Kreis et al., 1985a). Esta suposición supone,

sin embargo, que la tasa de mutación en los diferentes genes es

similar y que los mecanismos, tales como la convergencia génica

no actúan preferentemente para mantener la homología 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 señal de poliadenilación
MTMA (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 más convencional se encuentra a unos 80 nucleótidos

de la cola poli (A) • En la posición en que se encuentran

frecuentemente las señales de poliadenilación para los genes

animales (a 25 nucleótidos de la cola poli(A» se suele encontrar

una secuencia compuesta relacionada con la consenso para la señal

de poliadenilación. En el gen de B-hordeínas (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 adición de la cola poli(A)
varía entre los diferentes genes de prolaminas, en ocasiones aún

entre genes que

traducidas. Por

son casi idénticos en sus regiones 3' no

ejemplo, para las A-gliadinas se han descrito

diferencias de sólo unos pocos nucleótidos entre los puntos de

poliadenilación 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

poliadenilación entre dos cDNAs estrechamente relacionados

resultó ser superior a 30 nucleótidos y puede implicar el uso de

señales alternativas de poliadenilación. Es posible, aunque no se

ha demostrado para estos genes, que los transcritos para un mismo

gen de prolarninas puedan ser poliadenilados en dos o más puntos

alternativos, generando transcritos heterogéneos en longitud.

1.4.2 PROLAMlNAS DEL MAIZ

En el maíz las proteínas de reserva mayoritarias son de

naturaleza prolamina. Posteriormente se consideraron también como

proteínas de reserva una fracción de proteínas que se aislaba

junto con las denominadaf glutelinas.
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1.4.2.1 Zeínas clásicas

Denominadas clásicamente zeínas, las prolaminas del maíz son

las proteínas de reserva mayoritarias en el endospermo

representando el 50-60% de la proteína total de este tejido

(Salamini y Soave, 1982). Estos polipéptidos son sintetizados en

polisamas ligados a membranas como preproteínas que contienen un

péptido señal de unos 20 AA de longitud y que, después del

procesamiento, se depositan en engrosamientos del retículo

endoplasmático a partir de los 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 común con las pro laminas de Triticeae, aunque

difieren en algunos aspectos (Wilson, 1983; Shewry y Miflin,

1985). Las diferencias más notables son los pesos moleculares'

aparentes (menores de 25000) y su superior contenido en leucina

(10 a 20 %), alanina (10 11 %) y menores contenidos en

glutamina y prolina. Son similares a las prolaminas del mijo

(Eleusine caracana) y del sorgo (Sor-ghum bicolor), aunque se

dispone de poca información al respecto.

La fracción de zeínas 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 (Z22-21), 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

fracción de zeínas-I, extraidas con etanol al 70 %, aparecen las

proteínas mayoritarias, en dos grupos de pesos moleculares

aparentes alrededor de 22000 y 19000, que inicialmente

denominaremos Z22-21 y Z19. La fracción de zeínas 11, extra ida

con etanol al 70 % en presencia de un agente reductor, contiene

las zeínas de bajo peso molecular (16, 15 y 10 kD, Z16, Z15 y Z10

respectivamente) y aquellas zeínas de alto peso molecular (Z22-21
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y Z19) que no habían sido solubilizadas anterionnente. En esta

fracción (zeínas-ll) se recupera parte de una fracción proteica,
denominada glutelina-2 (ver ap 1.4.2.2).

Las zeínas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2¡ y de 19 kD (ZI9, Zdl)

representan el 70-80 % del total de zeínas y se separan en 10 a

25 componentes mediante electroforesis en doble dimensión (Kridl

et al., 1984) . Este resultado es dependiente de la variedad de

maíz estudiada (Righetti et al., 1977). Las fracciones de 16 y 15

kD (Z16 y Z15, Zc 1 y Zb) por isoelectroenfoque presentan \IDa

única banda mientras que la fracción de 10 kD (ZI0, Za) se separa

en 2 ó 3 componentes distintos.

Las propiedades de solubilidad de las zeínas (proteínas
al taInente hidrofóbicas) vienen detenninadas por su composición
aminoacídica. Las zeínas-l se caracterizan por tener un alto

%), leucina (19 %), alanina (13 %) y

1.3) (Ludevid et al., 1985). Por

contenido en glutaInina (20

prolina (11 %) (ver tabla

contra, tienen un contenido bajo en los aminoácidos básicos

arginina e histidina, y son especialmente pobres en los

aminoácidos esenciales lisina y triptófano. Las zeínas de·bajo

peso molecular tienen una composición aminoacídica similar a la

de las zeínas-I pero se diferencian de ellas en que son más ricas

en rnetionina, cisteína ;0,. glicina.

La heterogeneidad de carga dentro de la fracción de zeínas 1

se ha resuelto a nivel de la secuencia de aminoácidos. La

secuenciación directa del extremo N-tenninal de estas proteínas
muestra una elevada conservación de la secuencia en la proteína
madura (Bietz et al., 1979) • La porción central de estas

proteínas se encuentra menos conservada y ha sido imposible la

secuenciación 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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ZEINAS-I ZEiNAS- Ir ZEINAB- II GLUTELINAS-Z

AKrNOACIDú� ZZ2-�1 1 Z19 ns y Z15 Zl& 28 kD

No l10lares

Ala 13.3 10.0 9.0 5.2

Ue 3.6 2.0 3.1 2.0

Leu 19 .1 9.7 10.6 9.4
Ket l.0 LO 10.4 0.5

He 5.6 1.0 3.1 1.2

Fro 10.S 12.6 ll.a 25.6

Trp
3.8 7.1Val 3.5 3.0

Folares

Asn íi) Il} i 1 i ( 1 )
C)'s . 0.4 5.5 n.d. 6.2

Gln ( 2) (Z) (Z) (Z)
Gly Z.O 11.0 9.1 7.0

Ser 6.4 6.5 7.5 4.0

Tor 2.8 3.5 4.5 4.5

Tyr 3.3 5.4 loS 1.5

Básicos

Arg 1.0 2.0 1.3 2.1
Bis 1.0 1.2 2.ü 7.2

Lys 0.3 0.7 LO Trazas

Ácidos

Asp ( i i Ili \ i ¡ ( 1 i
Glu ( 2) (2) ( Z) (2)

!1) Asn+Asp 5. O 2.7 5.6 Trazas

(2) GlntGlu 20.5 19.0 15.3 16.1

Tabla 1.3 Composición aminoacídica de distintas fracciones
proteicas extraidas de endospermo de maíz de la variedad
doble híbrida E10 (según 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 aminoacídicas

completas. La primera secuencia de aminoácidos publicada
(Geraghty et al., 1981) revela una estructura muy repetitiva,

posterionnente observada en muchas otras proteínas de reserva. No

se han detectado homologías entre estas secuencias y las de las

pro laminas de trigo y de cebada (Bartels y Thompson, 1983 ;

Rasmussen et al., 1983).

La comparación de las secuencias deducidas de las proteínas
de la fracción zeínas-I permite dividir la proteína en cuatro

regiones (Spena et al., 1982; Messing et al., 1983). La región 1

contiene el péptido señal, eliminado durante la deposición de la

proteína en los cuerpos proteicos (Burr y Burr, 1976; 1981) de

una longitud de alrededor de 20 aminoácidos, y las regiones 2 y 4

fonnan los extremos N (70 a 80 aminoácidos) y e terminales (unos

10 aminoácidos), conservados. La región 3 está formada por una

repetición en tándem de alrededor de 20 aminoácidos, precedidos
de una serie de glutaminas. La variación de secuencia dentro de

la estructura de los repetidos es la causa de la heterogeneidad

observada en los geles de isoelectroenfoque, mientras que el

número de unidades repetidas determina la longitud de la

proteína. Si bien algunos de estos bloques de 20 aminoácidos son

anómalos, debido a que poseen delecciones o inserciones de varios

aminoácidos, las secuencias repetidas están bastante conservadas

y es posible deducir una secuencia consenso (Geragbty et al.,

1982) : LLPFNQLAALNPAA'Y�.

A partir de esta estructura básica Argos y col. (Argos et

al., 1982) propuso un modelo de empaquetamiento de la proteína

que, aunque no es concluyente, podría explicar como se ensamblan
I

las diferentes subunidades en el interior del cuerpo proteico
(ver figura 1.2).Según este modelo la cadena peptidica de cada

secuencia repetida tendría una estructura de hélice a, que daría

lugar a una distribución simétrica de los aminoácidos polares.



Los distintos bloques se hallarían plegados en forma.

antiparalela, dando lugar a una estructura cilíndrica que

quedaría estabilizada por la interabción existente entre los

aminoácidos polares de estos bloques. Asimismo, la agregación de

los distintos polipéptidosde zeínas estaría mediada por la

interacción entre los grupos polares todavía libres. Los residuos

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

1. Disposición de los amoniácidos que componen el bloque
repetido de zeínas-I, si adquiere la estructura de hélice a.

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

3. Asociación de los nueve ( o siete) bloques repetidos que
componen las moléculas de zeínas-I. Según el modelo, esta

disposición de los bloques da lugar a una estructura
cilíndrica. La. figura muestra un corte transversal de esta
estructura.

4. Asociación de distintas moléculas de zeínas-1 mediada por
la interacción de aminoácidos polares en los laterales de la
estructura cilíndrica y por la interacción de residuos de
glutamina (Q) en los extremos de la misma.
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de glutamina, concentrados en los extremos del cilindro, también

contribuirían al empaquetamiento de las zeínas en el interior del

cuerpo proteico. Por el momento, este modelo es hipotético, si

bien está apoyado por observaciones de microscopía electrónica en

las que las moléculas de zeínas aparecen con forma de bastón

(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

porción central de la molécula conduce a la amplificación de

ciertos aminoácidos tales como glutamina, leucina, prolina y

alanina, resultando una proteína altamente hidrofóbica con un

elevado contenido de grupos amino fácilmente accesibles lo que

podría ser una forma óptima de almacenamiento para la posterior

genninación.

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 hibridación medidas por la estabilidad térmica del

híbrido 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 fracción

zeínas-II cada uno de los grupos del mismo peso molecular forma

una subfamilia, en el caso de las zeínas 1 la situación es

bastante más compleja, clasificándose proteínas relacionadas en

clases diferentes tanto en tamaño como en complejidad. Messing y

col. (Messing et al., 1983) describe una clasificación 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 z1A,

dentro de cada

nucleotídico, de

z1B, z1C y z1D respectivamente. Los componentes
subfamilia tienen una homología, a nivel

alrededor del 90 %. Entre las subfamilias A20 y
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A30 encontramos una homología de secuencia del 80 al 90 %, y

entre las subfamilias A20 y B49 ésta tiene un valor aproximado de

un 65-85 %. La existencia de homologías entre los distintos genes

de zeínas-l parece indicar que todos ellos se han originado a

partir de

observadas

una secuencia precursora

aparecido

común. Las diferencias

podr-Ian haber en la evolución gracias a

procesos de duplicación, inserción, delección y substitución, que

habrían afectado principalmente a la zona de secuencias

repetidas, y que habrían respetado, sin embargo, la estructura

global de la proteína codificada así como su composición global

de aminoácidos.

Se han caracterizado diversos clones genómicos que codifican

para las zeínas 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 zeínas de 15 kD

(Baston y Larkins, 1986). El análisis de estos clones mediante

técnicas de secuenciación del DNA, ha demostrado que los genes de

zeínas, al igual que los genes de prolaminas de Triticeae (trigo

y cebada), carecen de intrones.

Las zeínas-I están codificadas por una familia de genes

compleja. El número de genes estimado depende según los autores

entre 30 y 100 (Viotti et al., 1979; Wienand y Feix, 1980; Hagen

y Rubinstein, 1981; Burr y Burr, 1982; Pedersen et al., 1982;

Viotti et al., 1982). Sin embargo, no todas las secuencias que

codifican para zeínas representan genes activos. Algunas de las

copias tienen un intervalo de lectura corto, debido a que poseen

codones de terminación bastante próximos al lugar de inicio de la

traducción y, por esta razón, han sido interpretadas como
I

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

20 y 15 miembros aproximadamente y la

al clon B59 es la, menor, con alrededor de 5

numeros se deben considerar tan solo como

menores, con

correspondiente
miembros. Estos

aproximaciones pues derivan del empleo de pruebas heterólogas no

pudiendo, además, diferenciar genes activos de pseudogenes. Este

hecho está en coincidencia con una estima del número de genes

presentes por genoma haploide en unos 65, aproximadamente el

doble del número total de zeínas que se han llegado a observar

por electroforesis en dos dimensiones (Hagen y Rubinstein, 1981),

lo que podría sugerir que alrededor de la mitad de los genes no

son activos en transcripción. Los valores que se conocen de la

fracción de zeínas-II describen sólo la presencia de 6 miembros

(Heidecker y Messing, 1986).

A partir del estudio de la herencia de los patrones de

bandas de isoelectroenfoque de las diferentes fracciones de

zeínas en distintas variedades del maíz, y en cruces entre éstas

se han llegado a establecer las localizaciones cromosómicas de

unos 30 loci génicos que codifican para estos po1ipéptidos

(Valentini et al., 1979; Soave et al., 1978; Soave y Sa1amini,

1983) (figura 1.3). Los genes estructurales de la fracción zeínas

1 se ha localizado sobre tres de los diez cromosomas del maíz

mediante estudios de ligamiento genético. Los genes de la

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 hibridación 'in situ' por Viotti y col. (Viotti et al., 1980;

1982). A partir de experimentos de "genomi.c walking" parece ser

que estos genes se encuentran agrupados en "clusters", separados

por zonas de secuencias repetidas (Spena et al., 1983; Heidecker

y Messing, 1986). Esta organización de los genes de las zeínas-I
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Figura 1.3 : Localización de los loci génicos conocidos de las
proteínas de reserva de maíz, zeínas. Se representan las
áreas en que se localizan en los cromosomas 4,7 y 10, así
como los loci regulapores opaco-2 (02) , opaco-7 (07) ,
floury-2 (fl-2) y endospermo defectivo B-30 (De B-30)
(tomado de Soave y Salamini, 1983).
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presenta las características de las familias multigénicas tal

como definen Hood y col. (Hood et al., 1975). Una situación

similar se observa en los genes de las histonas del maíz (Stout y

Kennicle, 1979), las proteínas del carian del gusano de la seda

(Bombyx mori, Goldsmith y Basehoar, 1978) y en algunas familias

génicas de Drosophila (Spradling et al, 1975).

Esta organización genética es interesante desde varios

puntos de vista. En primer lugar destaca el hecho de que en cada

zona los genes no están contiguos sino ligeramente dispersados.

Una exce¡x::ión es la tríada Zp20/1, Zp20/2 y Zp20/3, un "cluster"

en el cromosoma 7 cuyos miembros están estrictamente ligados y

los componentes polipeptídicos correspondientes están siempre o

todos presentes o todos ausentes. Sin embargo son variados los

ejemplos de clones genómicos aislados que contienen dos o más

secuencias polipeptídicas de zeínas. En segundo lugar en cada

zona coexisten polipéptidos de zeínas de diferente peso

molecular. Por ejemplo en el cromosoma 4, cerca del locus Floury-

2 (FI-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, Zd1) y las de 10 kD (ZI0, Za) (Soave y

Salamini, 1984b). En tercer lugar, en la misma región cromosámica

se localizan los loci (FI2, 02, De-B30 y 07) de los genes que

controlan la tasa de acumulación de zeínas (ver ap. 1.4.2.3).

La. organización genómica de los genes que codifican para las

proteínas de la fracción zeínas 11 está solo determinada

parcialmente, aunque los resultados apuntan a que se encuentran

localizados en un único cromosoma y sólo en números de una o dos

copias (Marks et al., 1985a). Las diferentes subfracciones que se

han analizado no presentan homología con las descritas para las

zeínas-I.

La biología molecular de las zeínas está bastante bien

conocida en comparación con otros sistemas de vegetales. Como
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referencia, Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) citan

que en la recopilación de secuencias de GenBank y EMBO de las 57

entradas de D�� de plantas 12 corresponden a clones cDNA o

genómicos de zeínas. A partir de estos datos se demuestra una de

las características de estas proteínas, 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 organización repetitiva o en "cluster" de los genes de

las zeínas se presenta a dos niveles en su organización

cromosómica así como en su estructura con la repetición de

secuencias de 20 aminoácidos en tándem. La amplificación interna

es probablemente la consecuencia de una duplicación inicial

producida por un entrecruzamiento o recombinación desigual. Un

modelo de como pudieron haberse generado los genes de las zeínas

lo describen Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986).

Estos mismos autores describen el hecho de que la organización en

"clusters" de los genes de zeínas y su elevado número no sería

exclusivamente un sistema para producir gran cantidad de proteína

sino que también seria necesario para poder mantener en todo

momento un cierto número de genes funcionales. Para explicarlo
hacen referencia a dos aspectos característicos del sistema de

las zeinas :

1. Los genes de las diferentes subfamilias de zeínas

presentan bastante heterogenidad entre sí, indicando que la

variación entre las diferentes proteínas 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

selección en la secuencia de las proteínas o bien que han
•

I

divergido rec�entemente, o quizás que hay procesos de

convergencia génica eficientes capaces de mantener la

homogeneidad (Heidecker y Messing, 1986).

introducción 39



2. Los genes de zeínas presentan una elevada proporción de

codones (32 %) que pueden mutar dando lugar a un codón de

paro con un solo cambio. El cont�nido elevado de glutamina

es el responsable pues los codones CM y CAG pueden mutar a

VAA y VAG, siendo la transición e a V la mutación más

frecuente (Li, 1983), y como consecuencia la frecuencia de

generación de codones de paro en los genes de zeínas (6.8%)

es el doble de la media de muchos otros genes. La

introducción de un codón de paro probablemente no limite la

síntesis 'del mRNA ni su traducción, aunque dará lugar a una

proteína de menor tamaño si el codón de paro no se suprime.

La supresión de este codón es nruc· poco eficiente y

probablemente se reducirá mucho la estabilidad del ma�A de

los genes mutados. De ahí que sólo se hubiese aislado un

clan de cDNA con una mutación sin sentido, mientras que tres

de las cinco secuencias genómicas descritas hasta el año

1986 presentaban este tipo de mutaciones. En dos de ellas se

presentaba sólo una mutación sin sentido, en la tercera

había cuatro de éstas. Sin embargo en ninguno de los genes

que se han descrito se presentan mutaciones que incorporen

aminoácidos no característicos de las zeínas, inserciones o

delecciones como es propio de otros pseudogenes descritos.

Es decir, parece como si los genes inactivados pennanecieran

sujetos a las mismas presiones selectivas (Heidecker y

Messing, 1986).

La recombinación o entrecruzamiento desigual y la

convergencia génica son mecanismos que podrían explicar estas

peculiaridades. No pueden eliminar completamente la presencia de

codones de paro pero pueden proveer de los medios para mantener

relativamente constantes la relación entre los genes activos y

los inactivos, eliminando la necesidad de amplificación. Estos

procesos se han propuesto para explicar el mantenimiento de las

familias multigénicas de los genes del RNA ribosámico y de las

histonas (Smith, 1973a; Hentschel y Birnstiel, 1981) así como de
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las secuencias del DNA satélite (Smith, 1973b). La organización
de los genes en "clusters" facilita la recombinación desigual y
la convergencia génica y podría ser una característica necesaria

del sistema de las zeínas. Las histonas también precisan de una

constante comparación de un gen con los otros, en ese caso para

mantenerlas todas iguales. A pesar de que la presión selectiva es

diferente entre ambos tipos de proteínas un aspecto de su

estructura es idéntica no presentan intrones. Heidecker y

Messing (Heidecker y Nessing, 1986) proponen que eate hecho es un

reflejo de las presiones selectivas a que están sometidos ambos

sistemas para mantener la colinealidad de genes no equivalentes

para facilitar la convergencia génica y evolución coordinada.

Dado que las secuencias de los intrones no están sometidas a las

mismas presiones e....olutivas que las regiones codificantes podrían
acumular mutaciones tales como inserciones y delecciones que

podrían interferir con la convergencia génica. Sobre impuesto a la

amplificación por recombinación desigual.- se pueden producir

transposiciones de genes únicos de zeínas, como se ha inferido de

la estructura de las secuencias invertidas flanqueantes a dos

secuencias genómácas (Spena et al., 1982). Sin embargo este

proceso conduciría a la aparición de genes de zeínas no

organizados en "cluster" o genes "huérfanos" y por tanto

sensibles a inact ivación por mutación, y debe ser un

acontecimiento raro.

LangrIdge y col. (Langridge et al., 1982) purificaron RNA

total a partir de endospermo de maíz y demostraron que esta

fracción contenía mRNAs de varios tamaños que codificaban para

zeínas-I. Estos autores sugirieron que el RNA de menor tamaño

(900 nucleótidos) podría corresponder al mensajero maduro, en

tanto que el resto de �As (1800, 2800 y 3800 bases) podrían ser

moléculas precursoras del primero. Dado que los genes de zeínas

no tienen intrones, este resultado podría indicar que dichos

genes son transcritos a partir de promotores bastante alejados

del ATG de inicio de traducción. Esta posibilidad fue confirmada
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por Lanar ídge y Feix (Lanar.ídse y Feix, 1983) • Estos autores

caracterizaron un clon que codifica para una zeína de 22 kD (Z22-

21, Zd2) y secuenciaron 1300 bases d� la región 5' flanqueante.

En esta secuencia se localizaron dos regiones promotoras

posibles, una situada en la posición -1070 respecto al inicio de

traducción, y la otra en la posición -120. Experimentos de

transcripción 'in vitro' en oocitos de Xenopus laevis, combinados

con ensayos de mapado con endonucleasa 81 en presencia de

mensajeros extraidos del endospermo, permitieron demostrar que

ambos promotores son activos 'in vivo' y que la transcripción

puede ser iniciada en un total de cuatro puntos distintos. Es

probable que la síntesis de zeínas sea controlada 'in vivo'

activando o inhibiendo ambos promotores. Este sistema podría

formar parte de un complejo mecanismo de regulación de la

eA�resión, empleado para sintetizar zeínas de una forma rápida

durante el desarrollo del endospermo.

Algunos de los mensajeros de zeínas presentan secuencias

repetidas invertidas de unas 20 bases de longitud, que están

situadas en las regiones 5' y 3' no traducidas (Spena et al.,

1982). También aparecen secuencias de este tipo en algunos

mensajeros de proteínas de otras plantas: a / B gliadinas

(prolaminas de trigo), faseolinas (globulinas 78 de alubia),

patatina (proteína de reserva de la patata) y actinas de soja. La.

obtención de artefactos de clonaje en algunos cDNAs de zeínas

demuestra que estas secuencias pueden estar apareadas (8pena et

al., 1982). De hecho, se ha observado que los mensajeros de

zeínas con secuencias invertidas son traducidos 'in vitro' menos

eficientemente que aquellos otros en los que la secuencia

repetida de la región 3' ha sido deleccionada (8pena et al.,

1985). Por esta razón, se ha sugerido que la presencia de

secuencias invertidas en los mensajeros de zeínas podría
desempeñar una función reguladora durante el proceso de síntesis

de estas proteínas.
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Se han caracterizado clones cDNA y genámicos que codifican

para las zeínas 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 zeína de 16 kD (ZI6,

Zcl) tiene una gran homología con la de la glutelina de 28 kD

(G2, Zc2) (Prat, 1986; Boronat et al., 1986) (ver ap. 1.4.2.2).

La zeína de 15 kD (215, Zb) tiene un total de 180

aminoácidos, 20 de los cuales forman. parte de un .pépt ido señal

situado en el eA�rerno N-terminal de la proteína (Marks et al.,

1985; Pedersen et al., 1986). Esta zeína tiene una composición de

aminoácidos similar a la de las zeínas-I, pero se diferencia de

ellas en que es especialmente rica en aminoácidos sulfurados

(tiene un 11.2 % de metionina y un 4.4 % de cisteína). La zeína

de 15 kD ( 215, Zb) no presenta secuencias repetidas. No se

encuentran homologias entre la estructura primaria de esta

proteína y la de las zeínas-I. Existen únicamente 1 ó 2 copias
del gen que codifica para la zeína de 15 kD por genoma haploide.
Este gen no tiene intrones.

Se han aislado y secuenciado recientemente clones cONA

codificantes para la zeína de 10 kD (210, Za) (Kirihara et al.,

1988). La proteína tienen 129 aminoácidos, y el clon cDNA

codifica, además, para un péptido señal de 21 aminoácidos que no

aparece en la proteína madura. Esta proteína. se. caracteriza por

su elevadísimo contenido en metionina (22.5 %). El gen de la

zeína de 10 kD (210, Za) está representado 1 ó 2 veces por genoma

haploide.

1.4.2.2 Glutelinas-2

Cuando se emplean soluciones alcalinas en presencia de un

agente reductor se extrae la fracción de glutelinas dél
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endospermo, que representan el 30-35% del total de proteínas del

tejido (Osborne y Mandel. 1914) • Esta fracción ha sido menos

estudiada que la de zeínas debido � que su análisis se ve

dificultado por problemas de agregación y, también, a que está

constituida por una mezcla compleja de proteínas. Una dificultad

adicional para este estudio ha sido ocasionada por el hecho de

que la fracción de glutelinas, la última de las obtenidas en el

proceso de e��racción secuencial (Landry y Moureaux, 1970) suele

estar contaminada por proteínas no solubilizadas anteriormente.

La. subfracción 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 proteínas del endospermo. Esta fracción, analizada por

electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se separa en dos

componentes distintos uno de 28 kD es soluble en soluciones

alcohólicas en presencia de un agente reductor y, por ello, forma

parte de la fracción ASG ("Alcohol Soluble Glutelin"), también

denominada fracción de zeína-II (Esen et al, 1981). La glutelina-
2 de 28 kD (G2, Zc2) se separa en un mínimo de 6 component.es
distintos mediante electroforesis de doble dimensión (DiFonzo et

al., 1977). Esta proteína es�· rica en prolina (26 %), ácido

glutámico (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 ácido aspártico,
triptófano-y lisina.

Las glutelinas-2 se sintetizan en el endospermo de forma

paralela a las zeínas, entre los dias 15 y 40 después de la

polinización (Ludevid et al., 1984). Ambos tipos de proteínas se

acumulan en el interior del cuerpo proteico (Vitale et al., 1982)
como se ha podido demostrar por tecnicas inmunocitoquímicas
(Ludevid et al., 1984) y por aislamiento de las proteínas del

cuerpo proteico después de su fraccionamiento en gradientes de

densidad.

44 introducción



Se han aislado clones de cDNA que codifican para la

glutelina de 28 kD (G2, Zc2) (Prat et al., 1985). El análisis de

la secuencia nucleotídica correspondiente ha puesto de manifiesto

que la glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) es sintetizada con un

péptido señal de 19 aminoácidos, que es procesado ' in vivo' y no

aparece en la proteína madura (Esen et al., 1982). A partir del
estudio de la secuencia nucleotídica deducida, de 204 aminoácidos

en la proteína madura (Prat et al., 1985), se puede .dí.ví.dár- ésta

en 5 regiones diferentes :

1. una región N-terminal de 11 aminoácidos

2. una región constituida por 8 repeticiones del hexapéptido
PPPVHL, con una sola substitución del aminoácido leucina por

valina en la séptima copia.

3. una región formada por dos repeticiones, y parte de una

tercera, del octapéptido QPHP(C/S)PCQ.

4. una región rica en cisteína y en glutamina

5. una región C-terminal rica en glutamina.

El alto contenido en prolina debe influir de forma

importante en la conformación de esta proteína, impidiendo que

adquiera estructuras tipo hélice a o hoja a. Probablemente la

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) adopta una conformación bastante

extendida en condiciones desnaturalizantes_,(Wang y Esen, 1986).

Es posible que la gran diferencia observada entre el peso

molecular real de la proteína (21.8 kD) y el observado en geles

de poliacrilamida-SDS (28 kD) sea debido a esta conformación.

A partir del aislamiento y secuenciación de clones genámicos

que codifican para esta ¡proteína, 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 tlCAAT-box", situadas en las posiciones -104
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y -141 respecto al codón de inicio de la traducción, y secuencias

de poliadenilación (tres). En la región 5' no codificante se han

encontrado algunas homologías con �os genes de zeínas-I. Se

interpreta que estas homologías podrían señalar secuencias

implicadas en la regulación conjunta de ambos genes durante el

desarrollo del endospermo.

Prat y col. (Prat et al., 1985) describen la existencia de

hornologías de secuencia entre la glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y

las pr-oLami.nas" de trigo (Triticum) y de cebada (Hordeuml.

Asimismo, los mensajeros de estas proteínas presentan algunas

características comunes, tales como el porcentaje de C+G en la

secuencia y la distribución de las señales de poliadenilación en

la región 3' no codificante. Por el contrario, las zeínas no

tienen homología aparente con las prolaminas de trigo y cebada.

Esto podría indicar un origen evolutivo común para la glutelina-2

y las prolaminas de trigo y cebada, independiente del origen de

las zeínas. Estas últimas habrían desplazado funcionalmente las

glutelinas-2 al convertirse en la principal familia de proteínas
de reserva del endospermo de maíz.

La función de reserva que se asigna a las glutelinas-2 por

su localización en los cuerpos proteicos se complementa con otra

posible función estructural dentro de dichos orgánulos. Aplicando
técnicas de inmunocitoquímica para microscopía electrónica

(Ludevid et al., 1984; 1988) se encuentra que las glutelinas-2 se

encuentran en la periferia del cuerpo proteico, rodeando a las

zeínas que ocupan el lumen de estos or'gánul.os , El contenido en

cisteína bastante elevado de la glutelina-2 (14 residuos de un

total de 204) pennitiría que se establecieran puentes disulfuro

intra e intermoleculares que podrían dar lugar a estructuras

macromoleculares en forma de red. El entramado de glutelinas-2

podría ayudar a mantener la estructura del cuerpo proteico. Esta

hipótesis 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 orgánulos, normalmente

de forma esférica o elipsoide, adquieren una forma irregular, a

la vez que su membrana queda aparentemente deteriorada [Ludeví.d

et al., 1984). El análisis de la estructura primaria de la

glutelina-2 de 28 kD también argumenta en favor de esta hipótesis
(Esen et al., 1982) : el hexapéptido (PPPVHL) que se repite 8

veces de forma casi perfecta. Se han descrito varias proteínas
estructurales con secuencias repetidas. La gran conservación de

la secuencia repetida en el caso de la glutelina-2�de 28 kD (02,
Zc2) podría indicar que desempeña un importante papel en relación

a la estructura y/o función de la proteína.

En el laboratorio Ludevid y col. (Ludevid et al., 1984)

preparando anticuerpos policlonales contra la proteína glutelina-

2 de 28 kD (02, Zc2) observaron que presentaba reacción cruzada,

presencia de antígenos comunes, con la zeína de 16 kD (ZI6, Zc1).

El análisis de la secuencia de aminoácidos deducida .de un clon de

cDNA (Prat, 1986) confirmó la existencia de homología importante
entre los dos polipéptidos. La proteína codificada en este cDNA

comienza con un péptido de 19 aminoácidos cuya secuencia es muy

similar a la del péptido señal de la glutelina-2 de 28 kD (02,

Zc2). Es muy probable que este segmento inicial actúe también

como péptido señal y que la zeína de 16 kD (ZI6, Zcl) sea

procesada 'in vivo'. La estructura primaria del resto de la zeina

de 16 kD (Z 16, Zc1) puede dividirse en tres, regiones. La región

N-terminal, tiene una secuencia casi idéntica a la región 1 de la

glutelina-2. La región e-terminal, correspondiente a las regiones

4 y 5 de la glutelina-2, también están muy conservadas. La región

central de la zeina de 16 kD (ZI6, Zcl) equivaldría a las

regiones 2 y 3 de la glutelina-2 de 28 kD (02, Zc2), y en ésta

están prácticamente ausentes las secuencias repetidas, razón por
I

la cual esta proteína es de menor tamaño (ver fig. 3.17 ). El

tamaño de la proteína, 164 aminoácidos sin incluir el péptido

señal, 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 podría deducir que la presencia de

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

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

importante a la conformación de la proteína y, consecuentemente,

a su migración electroforética.

1.4.2.3 Regulación de la expresión de los

-

genes de proteínas de reserva en el maíz

La regulación de la transcripción de las zeínas presenta

tres aspectos interesantes :

1. La transcripción es específica de un tejido,

produciendose únicamente en el endospermo. Se ha demostrado

(Sánchez-Martínez et al., 198i) la ausencia de síntesis de

proteínas de reserva en el embrión de maíz. Existe un

período en el desarrollo de la semilla en el cual se produce
la síntesis de las zeínas, entre los dias 10 y 50 después de

la polinización, con un máximo alrededor del dia 35 que

puede variar ligeramente entre las diferentes subfamilias

(Ingle et al., 1965; Marks et al., 1985b). La síntesis tiene

lugar exclusivamente en la parte interior del endospermo.
Durante el máximo de producción 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 núcleo (Kowles y Phillips, 1985).

3. Cualquier cambio que se produzca en el genoma no debe ser

necesariamente reversible,

muchos otros genes, puesto

a diferencia de la regulación de

que las células del endospenno
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son terminales, en contraste con las del embrión.

El estudio de las señales reguladoras en los genes de

plantas se inició a partir de los resultados obtenidos en los

genes de animales y de virus que se desarrollan sobre éstos. La

determinación de dos secuencias del virus del mosaico de la

coliflor (Frank et al., 1980; Gardner et al., 1981) que se

expresan en el núcleo vegetal han supuesto una importante
contribución al conocimiento de la. regulación de los genes en

plantas. También, ha sido importante el estudio de las familias

multigénicas. Los patrones de divergencia y conservación de los

diferentes miembros de la familia aportan información 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 pequeñas variaciones en las secuencias

conservadas pueden permitir elucidar el modo en que operan los

distintos mecanismos. A pesar del número limitado de cambios

posibles en las secuencias de las poblaciones naturales

suministran información valiosa para diseñar los experimentos de

mutagénesis que permitirían comprobar las hipótesis sobre la

regulación.

Sobre las secuencias flanqueantes en la región 5' de los

genes de zeínas se conocía poco en el momento en que se inició el

trabajo que se describe en esta memoria (1985). Fundamentalmente

se restringía a la comparación de las zonas flanqueantes 5' de

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

1.4.2.3.1 Regulación transcripcional
j

El primer requerimiento para la expresión de un gen

determinado es que se encuentre en estado "activo". Esta

activación depende de factores como la estructura de la cromatina
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y el nivel de metilación de su DNA. El DNA de los genes que se

transcriben activamente en un determinado tejido está menos

protegido por el complejo nuo leosomal , algo que se deduce por su

sensibilidad preferencial a nucleasas. El grado de metilación

parece ser también un factor que acompaña a la expresión de un

gen, observándose, en general, que genes que no se expresan

presentan un alto grado de metilación.

La transcripción de un gen activado se puede controlar en la

etapa de iniciación de la transcripción, por la interacción de la

RNA polimerasa con

mediatizada o no por

su promotor, en secuencias específicas

proteínas de función reguladora. Tanto en

vegetales como en animales se han identificado secuencias muy

conservadas en el DNA, localizadas próximas al gen en la región

5' no codificante. Estas secuencias que se han denominado "TATA

box" y "CMT box" son reconocidas por la RNA polimerasa para el

inicio de la transcripción. La secuencia consenso para la "TATA

box" y su región circundante obtenida del análisis de i9

secuencias de genes de plantas (Joshi, 1987) es TCACTATATATAG,

aunque se observan diferencias con la secuencia consenso derivada

de los genes de proteínas de reserva de cereales (12 secuencias

analizadas) que es TAACTATAMTAG. Estos cambios en las secuencias

consenso en diferentes tipos de genes pueden reflejar una

diferente capacidad de respuesta a diferentes estímulos. 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 subrmidad pequeña de la ribulosa di-fosfato carboxilasa en

trigo no puede transcribir de modo eficiente en rm entorno

celular de dicotiledóneas, mientras que el promotor de la

subunidad pequeña de la ribulosa di fosfato 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 transcripción en los

(Breatnach y Chambon, 1981)

eucariotas, Breatnach y Chambon

proponen PyAPyPy. En plantas se ha

descrito la secuencia consenso CTCATCA, presentándose, como en el

caso de la "TATA box" , variaciones corno por ejemplo para los

genes de las proteínas de reserva de los cereales : ATCATCA

(Joshi, 1987). Las secuencias "leader" (transcritas y no

traducidas), de una longitud entre 40 y 80 nucleótidos son

regiones muy ricas en A + T, hecho que apoya la hipótesis del

"mecanismo de soarmí.ng" (Kozak,1981b) según el cual se fonnarían

de este modo estructuras secundarias más lábiles, que no

impedirían el reconocimiento por la RNA polimerasa.

1.4.2.3.2 Regulación traduccional.

Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) describen en

la región 5' de los clones cDNA de zeinas la presencia de una

secuencia de 11 nucleótidos que se repite hasta 4 veces. Proponen

que estos repetidos podrian explicar la eficiencia con la que los

rnRNAs de zeínas se traducen facilitando el reclutamiento de

ribosomas totales o de una fracción específica, como por ejemplo

los ligados a membranas.

El codón de inicio en las zeinas en todos los casos es el

primer triplete AUG sobre el mRNA tal y corno describe Kozak

(Kozak, 1981a; 1981b; 1984), y 20 a 21 codones por delante del

inicio de la secuencia de la proteína madura, lo cual está 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 zeínas

'descritos (ver tabla 1.4) se ha obtenido la secuencia consenso

flanqueante al inicio de traducción PuCAAPyANPyNUANCAACAAUGGCN.
Obviamente sería de esperar un grado superior de homologia entre

los miembros de una familia multigénica que entre genes no

relacionados. Las diferencias son pequeñas entre las subfamilias,
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CLON TIPO SiCURNCIA REFERENCIA

ZN7 genólico G C A A C T T e e T A A C A A C A � G C T Iridl et al, 1984

ZAl genótico GCAACGACCTAACAACAATGGCT Spena et al, 1982

ZZZ.l cDN! G C A A C G A C e T A A e A A C A !_1j! G e T Marks et al, 198Z

Z2Z.3 cDNA C A A e e T A A e A A C A A T G G C T Maris et al, 1982

ZZ2Al cONA G e A A C G A C e T A A C A C e A !_1j! G e T Karks et al, 1985

pKLl genóllico G e A A e G A e C T A A e A A C A � G e T Langridge y Feix, 1983

pcK! cDNA G C A A e G A C T T A! C A A C A LU.G C T Spena et al, 198Z

ZN4 genólico A e A A TA T T G TA C e A A T A LU.G C A Hu et al .; 198Z
Z198! cONA A C A A T A G T G TA e e! A C A �G e A Marka et al, 1985
ZG99 genólico A C A A T ! T T G T A C C A A T A A T G G C A Pedersen et al, 1982
Z19 .1 cONA A e A A T A T T G T A e e A A T A LU. G C A Pedersen et al, 1982
ZG7 cDNA A C A A T A G T G T A C C A A C A !_1j! G e A Heidecker y Kessing, 1983
ZG124 cONA A C A A T A G T G T A e e A A C A !_1j! G C A Heidecker y Hessing, 1983
ZE19 genóllico A C A A T A G T G T A. C e A A C A A T G G e A Spena et al, 1983
ZE25 genóllico G e A A T A G T G T A G e A A e A !_1j! G e A Spena et al, 1983
Z19Dl cDNA G C A A e A T e T T A G C A e e A LU. G e A Harks et al, 1985

A20 cONA G C A A C A A e A GAG e A A e A LU. G e G Geraghty et al, 1982
ZG14 cONA G C A A C A A T A GAG e A A C A A T G G C G en prep.
ZG15 cuNA G C A A C A A T A GAG e A A e A LU.G e G en prep.
Z19C2 cDNA G e A A e A A T A GAG e A A e A A T G G e G Geragbty et al, ¡98Z
ZiBC! cüllA G C A A e A A e A G A ti e A A e A � G e ti tieragnty et al, 1982

consenso Pu!; A A PyA N PyN T A H e A A e A LU. G e H

Tabla 1.4 Secuencias de inicio de traducción, y zona

flanqueante de los genes de zeínas. Las zonas 5' no

traducidas de los genes de zeínas se han agrupado en tres
categorias, definidas por el segundo codón 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 nucleótidos casi exclusivamente. Esto puede
deberse a que estas posiciones no juegan ningún papel en el

mecanismo de reconocimiento del inicio de traduccián o bien a que

hay diferentes señales para cada subfamilia, y no se dispone de

información sobre la eficiencias de traducción de cada

subfamiliade mRNA de zeínas como para diferenciar entre ambas.

Asimismo se desconoce si la conservación de posiciones alejadas

como -16 es resultado de una conservación de la secuencia

restringida a la familia multigénica o bien es característico de

la secuencia de reconocimiento. Si comparamos con las secuencias

flanqueantes de otros genes de plantas y eucariotas en general,

así como con las secuencias descritas por Kozak (Kozak, 1984) la

secuencia consenso de inciación es mucho menos severa

NÑÑ'NANA/UNU/AA)"TN"NN M'NAUGClJ, lo que demuestra \.D10S diferentes

requerimientos de secuencia entre animales y plantas. Resultados

de \.D1ión de oligonucleótidos sintéticos a ribosomas de germen de

trigo (Kozak, 1981) apoyan los requerimientos observados en la

secuencia consenso de inicio de traducción en plantas.

Heidecker y Messing (Heidecker y Messing, 1986) describen

una preferencia por G en la posición +4 y de e en la posición +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 los genes de

animales aunque es menos pronunciado (20 %). La frecuencia del

dinucleótido OC en genes de plantas y an�les es el producto de

las frecuencias de los nucleót idos sencillos. Posiblemente la

eficiencia y estabilidad con la que el se�o tRNA puede unirse

al complejo de traducción es importante para la asociación con la

subunidad 60S del ribosoma, y de este modo podría influir en la
j

iniciación y en la eficiencia de traducción. La constante de

unión del se�do tRNA será dependiente de la composición del

codón y de la concentración del tRNA en la célula. Es de interés

señalar que el segundo codón en los genes de zeínas, que en todos
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los casos codificaba. para alanina, varía en su tercera posición

para cada una de las subfamilias. La accesibilidad de cada uno de

los distintos tRNA durante el desarro¡lo podría influir en la

expresión de las distintas subfamilias de zeínas.

1.4.2.3.3 Señales de poliadenilación

Las señales de poliadenilación se localizan de 15 a 23

nucleótidos antes del final del rnRNA. En muchos genes de plantas

se han descri t.o más de una copia de las señales consenso para

poliadenilación (Messing et al., 1983) como alguno de los genes

animales conocidos (Setzer et al., 1980). El papel de los

múl tiples sitios de poliadenilación y el mecanismo que, si

existe, controla la elección de uno u otro no se conoce. A pesar

de que en los sistemas animales la secuencia consenso está muy

conservada (AAUAAA) no es así en las plantas (ver tabla 1.5). Los

genes de zeínas 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 canónica. En

muchos casos la segunda secuencia canónica es la reconocida,

aunque en los clones cDNA ZGí y ZG19 de la subfamilia A30 de las

zeínas-I la poliadenilación no ignora ninguna secuencia

(Heidecker y Messing, 1983). Al comparar estos clones cDNA con

otros de la misma subfamilia que emplean la segunda señal de

poliadenilación se observan diferencias en la secuencia que

afectan a una estructura en "hairpin" que podría formarse

potencialmente alrededor de la señal de poliadenilación (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 tardíos del adenovirus (Le Moullec et al., 1983).
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1.4.2.3.4 Regulación genética

Se sabe que la expresión de las zeínas en el endospermo está

controlado por una serie de loci que actúan sobre la tasa de

acumulación de estas proteínas (Mertz et al., 1964; Salamini et

al., 1979; Manzocchi et al., 1980). En los endospermos de tipo

NUCLEOTIDO VENTANA

-3 -2 -1 U Z

A 21 47 41 4; 47 28
l' 7 1 3v

G 8 10
U 12

----------- ----------

consenso AlU A A U A A Pu

69� 98� 98� 98� 98� 79�

Tabla 1.5 Señal consenso de poliadenilación en plantas.
Deducida de 47 mRNAs de plantas de extremo 3' conocido, de
las cuales se alinearon las secuencias de 7 nucleótidos con

parecido a la secuencia AAUAAA localizadas entre 15 y 35
nucleótidos antes del extremo 3'. Se midió la frecuencia de
distribución da cada nucleótido para cada una de las

posiciones. En la secuencia consenso se expresa la
frecuencia ( en porcentaje) con la que el nucleótido

mayoritario se localiza en esa posición (tomado de Heidecker

y Messing, 1986).
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Figura 1.4 : Estructuras secrmdarias en la región 3' no traducida
de algunos clones de zeínas. Las secuencias de

poliadenilación se señalan con * . Tomado de Heidecker y
Hessing (1986).

(A) Estructura secrmdaria que pueden formar aquellos clones

agrupados en la subfamilia A30, con la excepción de ZG7. La.
estabilidad es de G de +4.0 para A30 y de -1.1 para ZG19.
La. segunda estructura presenta rma estabilidad de -4.8.

(B) Estructura secrmdaria que pueden fonnar aquellos clones
agrupados en la subfamilia A20. La. estabilidad es de G
+3.8.

(C) Estructura secrmdaria 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 zeínas aparecen simultáneamente

alrededor del dia 15 después de la polinización, y se acumulan de

modo sincrónico. Se conocen mutantes que alteran el momento de

inicio de la síntesis y su tasa de acumulación (ver tabla 1.6).

Estos mutantes se han clasificado en dos clases en funcián de que

afecten a la totalidad de las zeinas o bien que actúen más

especificamente sobre algunos de sus componentes (para una

revisión ver Soave y Salamini, 1984b). Todos estos mutantes

confieren un fenotipo opaco al grano de maíz. Los loci se han

denominado reguladores, en sentido amplio, debido a que, a pesar

de no codificar para polipéptidos de zeínas, su mutación afecta

los niveles de éstas.

Estos mutantes fueron aislados y estudiados por su superior
contenido en lisina, a pesar de que el contenido en proteína
total era menor y el rendimiento de los cultivos escaso. Se han

caracterizado mutantes altos en lisina en cebada .(Ingversen et

al., 19i3) y sorgo (A��ell, 1975) y en ambos caso se deprimen la

síntesis 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 (Me, Salamini et al., 1983) y opaco-6 (06, Ma y Nelson,

1975) suprimen la síntesis de todas las zeínas con la misma

efectividad. La producción disminuida de polipéptidos de zeínas

en estos mutantes es el resultado de una población disminuida de

mR."'i1\ de zeínas en los endospermos 02, 07 y f12 y un nivel

inferior de mRNA traducible en 06, Me y De-B30 y en el doble

mutante 02Mc. Se han investigado las interacciones entre algunos

de los dobles mutante� sobre la producción de zeínas. Así se

observó (Di Fonzo et al., 1980) que 02 y 07 son epistáticos sobre

f12 pero la acción de 02 es independiente de la de 07 ó Me
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Dí.Fonzo et al., 1979; Fornasari et a.l , , 1982; Salamini et al.,

1983). Estos resultados sugieren la existencia de múltiples vías

de regulación implicadas en la síntesis de las zeínas. Al menos

una de ellas estaría relacionada con ,la síntesis de las Z22-21 y

la otra con la clase Z19, estando los mutantes 02 y 07 implicados

en la primera y la segunda respectivamente.

L¡)CUS
LOCALIZAcrON
CROIIOSOHICA

TIPO DE
HERENCIA

INHIBIcrON
DE ZEIMAS ESPECIFICIDAD

OTRAS
PROPIEDADES

:jpaco-6 í061 desconocida recesiva 38.5 � nc específico ausencia de la

proteína b-3Z

Opaco-7 (Oi) cr. lú L recesiva 77.5 � sobre 22 kú

Opaco-2 í02j cr. 7 Sb recesiva n.o sobre 19 irD ausencia de la

proteína
. '"

O-J�

�NAsa alta

Floury-Z iPi-2i cr. 4 Sh sellidollinante 3406 no específico increllentada la

proteína b-70

cuerpos proteicos
alterados

Hucrona:e (He; riesconocirio dOllinante Z9.& no especí f i co increllentarla la

;ro:f:ina e-Ti)

Endosperao er. 7 Sh dosinante iZ.O sobre 2Z ¡¡ü increaentada la
defectivo S-30 proteína b-70

¡De-B30)

Tabla 1.6 : Propiedades de los alelos mutantes de los loci que
controlan la deposición de los componentes de las zeína�
(tornado de Soave y Salamini, 1984b).

El mecanismo de acción de estos loci a nivel molecular es

desconocido. Sin embargo es muy probable que lo hagan mediante

factores difusibles pues controlan genes estructurales de zeínas

que se encuentran dispersos en el genoma del maíz (ver figura
1. 3).

Resultados muy recientes (Schmidt et al., 1989; DiFonzo et

al., 1989) describen el aislamiento de clones cDNA y genómicos

del locus 02 en maíz 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 aminoacídica de 499

residuos. La traducción
..

in vi t.ro" del transcri te 02 en un

sistema de reticuJocito produce un polipéptido con un peso

molecular aparente de 58000 en geles de poliacrilarnida-SDS.
Schmidt y col. (Schmidt et al., 19891 describen el cDKA, que

presenta una secuencia no traducida larga con 3 codones AUG que

preceden al codón de inicio funcional. Cada uno de ellos está

seguido por una secuencia corta que presenta una pauta de lectura

abierta y que termina con un codón de paro en fase. Este hecho,
unusual, se ha descrito en el gen regulador de la le��ura GCK4 y

en algunos oncogenes de mamíferos y se desconoce su función.

1.4.2.4 Síntesis y deposición de las proteínas
de reserva en el maíz

Las zeínas son sintetizadas en el endospermo de maíz entre

los dias 12 y 50 después de la polinización (Larkins et al.,

1984). Observaciones al microscopio electrónico de endospermos en

este periodo muestran un gran desarrollo del retículo

endoplasmático 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 número y tamaño a partir de

entonces, hasta alcanzar un diámetro de 1 a 2 � con una forma

aproximadamente esférica. Estos or-gánul.os están rodeados de una

membrana que posee gran cantidad de polisomas adosados.

Se ha obse��o que existe continuidad física entre la

membrana del retículo endosplasmático rugoso y la de los cuerpos

proteicos en formación (Khoo y Wolf, 1970; Larkins y Hurkman,

19i8). Se conoce, a partir de los resultados de estudios de
I

fraccionamiento subcelular y traducción ' in vitro', que las

zeínas-l (Z21-22 y Z19, Zd2 y Zd1) se sintetizan en polisomas

unidos a la membrana del retículo endoplasmático 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 traducción 'in vitro' obtenidos a

partir de los dos tipos de polisomas son equivalentes apoyan la

idea de que no existe diferenciación funcional entre la membrana

del retículo endoplasmático rugoso y la de los cuerpos proteicos

(Lark íns y Hurkman, 1978). El lugar de síntesis de zeinas)"

glutelinas en la célula del endospermo de maíz, retículo

endoplasmático rugoso, es al mismo tiempo el lugar de deposición.

El único paso de transporte intracelular implicado en en el

proceso de deposición de las proteínas de reserva del maíz es la

translocación cotraduccional a través de la membrana del retículo

endoplasmático rugoso o del cuerpo proteico (Campos, 1988) • A

partir de estos datos se ha concluido que los cuerpos proteicos

son simples acÚInulos de proteínas de reserva en el interior del

retículo endoplasmático rugoso.

Se conoce, del estudio de las secuencias N-terminales y de

las secuencias deducidas de los clones cDNA y genómicos, que los

productos de traducción primarios correspondientes a estas

proteínas son portadores de una secuencia o péptido señal de 21

aminoácidos (Spena et al., 1982). La presencia de un péptido
señal en la proteína es un requisito indispensable para que ésta

sea dirigida hacia la membrana del retículo endoplasmático rugoso

:..-, para que, a continuación, pueda ser translocada a través de

dicha membrana.

Burr y Burr (Burr y Burr, 1981) desarrollaron un sistema de

traducción-translocación 'in vitro' para estudiar el

procesamiento de las zeínas-I. Formado básicamente por tres

elementos : extracto de germen de trigo como medio de traducción,

mR�A poliA+ que codificaba para zeínas-I y microsomas derivados

del retículo endoplasmático rugoso de endospermo de maíz. Estos

autores observaron que los productos de traducción obtenidos a

partir del m&�, en ausencia de microsomas, tenían una movilidad

electroforética en geles de poliacrilamida-SDS menor que las
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zeínas ext.raidas del grano maduro (Bur-r et al., 1981). Por

contra, en presencia de microsomas los productos de traducción

presentaban la misma movilidad electroforética que los ex�raidos

del grano. Estos productos de traducción eran translocados al

interior de los microsomas. La combinación en traducción de

microsomas tratados con nucleasa (sin polisamas propios) y de

mR�A de endospermo de maíz permitió reconstituir el sistema de

translocación parte de los productos de traducción eran

translocados al interior de los microsomas y prcesados. Estos

resultados demostraron que las zeínas-I son translocadas y

procesadas en las células de endospermo de maíz. Se pudo

concluir, por tanto, que la translocación de zeínas-I a través de

la membrana del retículo endoplasmático rugoso o del cuerpo

proteico es un paso esencial en el proceso de deposición de estas

proteínas.

La biosíntesis de la glutelina-2 de 28 kD (G2, .202) y de las

zeínas de bajo peso molecular no ha sido estudiada por el

momento. Estas proteínas poseen un péptido señal en su extremo N

terminal y son almacenadas en los cuerpos proteicos. Sería

posible, por tanto, que su síntesis se produjera en polisamas
unidos a la membrana del retículo endoplasmático rugoso y que el

proceso de almacenamiento de estas proteínas fuera similar al de

zeínas-I. Sin embargo, esto no puede ser asumido sin comprobación

previa. Alguna de estas proteínas (por ejemplo la glutelina-2 de

28 kD, G2, 202) podría ser insertada en la membrana del retículo

endoplasmático 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, 202) o las zeínas de bajo peso

molecular sean sintetizadas en polisamas libres, ya que se han

descrito casos de pro�eínas que pueden ser sintetizadas 'in

vitro' en ausencia de macrosomas e insertadas en la membrana de

estas vesículas post-traducciona1mente (Mueckler y Lodish, 1986).

El proceso de deposición de zeínas-I en el endospermo de
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maíz parece tener una estrategia sumamente simple. Los péptidos

son sintetizados en polisomas unidos a la membrana del retículo

endoplasmático rugoso y translocados a través de la bicapa

lipídica. La formación de aCÚIDulos de zeínas en el lúmen de este

orgánulo se

proteicos)

corresponde con

que finalmente

la aparición de vesículas (cuerpos
se independizan del retículo

endoplasmático. La membrana de los cuerpos proteicos conserva sus

polisamas unidos y estos continúan sintetizando zeínas. De este

modo, el lugar de síntesis de zeínas (membrana del retículo

endoplasmático rugoso) es al mismo tiempo el lugar de deposición

(retículo endoplasmático rugoso o cuerpos proteicos). No es

necesario que estas proteínas de reserva sean transportadas desde

el retículo endoplasmático rugoso hasta los cuerpos proteicos,
como así ocurre por ejemplo en las leguminosas. Así pues, el

transporte intracelular de zeínas-I en la célula del endospermo
de maíz se reduce a la mínima expresión translocación co

traduccional a través de la membrana del retículo endoplasmático

rugoso.
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1.5 PRELIMINARES

El trabajo que se presenta se inscribe en la línea de

investigación que sobre proteínas de rese�� del maíz se inició

en 1982 en el Instituto de Biología de Barcelona y que prosigue
actualmente en el Departamento de Biología Molecular y

Agrobiología del Centro de Investigación y Desarrollo (figura
1.5) •

En el momento de iniciar este trabajo el estudio de las

proteínas de reserva a nivel génico en nuestro laboratorio se

abordaba por dos vias :

1. Aislamiento de clones cDNA. Se procedía a la búsqueda y

caracterización de clones cDNA que codificaran para

glutelinas-2 y zeínas 2 de 15 kDa. En el laboratorio S. Prat

y J. Cortadas aislaron mediante anticuerpos �ti-glutelina-2
sobre un banco de cDNA preparado a partir de RNA-poliA+ de

la variedad híbrida E10, clones cDNA que correspondían a dos

grupos de hornología. El primero de ellos, formado por los

clones �ffi119, pME792 y pME125, codificaba para glutelina-2

(Prat, et al., 1985). El segundo grupo de clones

correspondía, por hibridación-selección, a una zeína-2 de 15

kDa (Prat, 1986). De este segundo grupo sólo se disponía de

clones parciales, el más largo de los cuales era pME11;.
Asimismo se disponía en el laboratorio de otros clones cDNA

(A20, A30, B36, B49 y B59) (Messing et al, 1983) (Tabla

1.;), correspondientes a las proteínas de 19-22 kDa, cedidos

por el Dr. B. Burr del Brookhaven National Laboratory de

Upt.on , New York ,

I

2. Aislamiento de clones genómicos. El Dr. A. Boronat construyó

en el laboratorio una genoteca de DNA de endospermo de maiz,

de la variedad pura W64A. La construcción se realizó por

digestión parcial del DNA genámico de grano a 21 días
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después de la polinización con EcoRI, y posterior clonaje en

el vector lambda � lac5 (Maniatis et al., 1982). A partir

de 200.000 u.f.p. se aislaron 4 aeñales positi�� a la sonda

¡:ME119. El mapa de restricción revela que los cuatro

aislamientos son idénticos. Se procedió a la caracterización

del aislamiento lambda-ZG1. En el año 1985, fecha de inicio

de los trabajos descritos se procedía al subclonaje de

algunos fragmentos, mapado fino del inserto positivo a la

sonda pME119 y diseño de una estrategia de secuenciación.

Los resultados de este trabajo se describen en Boronat et

al. (1987).

Con la finalidad de buscar otros genes de proteínas de

reserva los Dres. A. Boronat y J. Rigau a lo largo de 1984

construyeron una nueva genoteca de DNA de endospenno de la

variedad W64A, por restricción parcial Sau3AI y clonaje en la

diana BarnHI del vector lambda Charon-35 (Loenen y Blattner, 1983;

Gallardo et al. 1988i. La gran complejidad del genoma del maiz

(5.109 bp , Bennet y Smi th ,1976, Pedersen et al., 1980) y la

riqueza de secuencias repetidas hacen aconsejable la utilización

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 número de recombinantes

necesarios para obtener una genoteca representati�� (99% de

probabilidad de aislar una secuencia concreta) en estas

condiciones es 1.106 para el maiz (Maniatis et al, 1982). Se

obtuvieron en dos experimentos de empaquetamiento 'in vitro'

independientes 1.2 x 106 u.f.p. El procedimiento de construcción

de la genoteca se describe en la figura 1.6.

Figura 1.5 Proyecto de Biología Molecular. Esquema global del
proyecto de Biología Molecular de las Proteínas de Reserva
del maíz que se desarrolla en el Dept. de Biología Molecular
y Agrobiología del Centro de Investigación y Desarrollo del
C.S.I.C. en Barcelona, y en el cual (recuadrado) se incluye
el trabajo que se presenta.
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Figura 1.6 : Construcción de una genoteca de DNA de maíz de la

variedad W64A de 20 dias después de la polinización, en el

vector lambda Charon 35 (Gallardo et al., 1988)

A. Esquema general de construcción de la genoteca.

B.
1. Control del DNA del vector, lambda Charon 35.

ª DNA del bacteriófago lambda cl857

Q : DR� del bacteriófago lambda Charon-35

2. Productos de restricción del vector lambda Charon-35.

m marcador peso molecular lambda cl857 Hindlll

ª : DNA lambda Charon-35 BarnHI

3. Cinética de restricción parcial con Sau3AI del DNA de
maíz.

m : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII

1 a 1 DNA genómico de maíz digerido con Sau3AI 10, 13,
17 y 20 minutos.

<1. Fraccionamiento del DNA genómico
parcialmente con Sau3Al en gradiente de
20%.

de maíz digerido
sacarosa del 5 al

m : marcador peso molecular lambda cI857 HindlII

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

5. Fraccionamiento del DNA de lambda Charon-35 BarnHI en

gradiente de sacarosa del 5 al 20%.
!!! : marcador peso molecular lambda cI857 HindIII
1 a 15 : fracciones del gradiente 1, 3, 6, ••• 42

Se eligieron para la construcción las fracciones desde la 9

(15.6%) a la 15 (12.6% sacarosa).

6. Control de ligación, 3 experimentos independientes.
ª : DNA del bacteriófago lambda cI857.
1 : DNA genómico maíz Sau3AI (15 a 20 kbp) + brazos del
vector lambda Charon-35, antes de ligar.
� : DNA genómico maíz Sau3AI (15 a 20 kbp) + brazos del
vector lambda Charon-35, después de ligar.
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CONSTRUCCION GENOTECA DE DNA DE MAIZ
(vector lambda Charon-35)
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1.6 OBJErIVOS DE LA TESIS

El objetivo fundamental de esta Tesis ha sido contribuir al

conocimiento de la estructura de dos genes de las proteínas de

reserva del maíz, así como elucidar elementos cis-putativos en

las zonas flanqueantes. Como se ha descrito en la Introducción,
el trabajo que se describe en la memoria se incluye en un

proyecto global de estudio de la estructura y regulación de los

�enes de las proteínas de reserva del maíz. En una primera etapa.
se había procedido al aislamiento de los clones cDNA, y, �

abordar la regulación de los genes era conveniente disponer de la

mayor extensión posible de zona flanqueante. En este contexto, se

fijaron como objetivos de la presente Tesis los siguientes:

1. Aislamiento y caracterización de clones genómicos

codificantes para las proteínas zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1)

y glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2), del maíz, homólogos

respectivamente a los clones de cDNA pMEl17 y pMEl19.

2. Determinación de características básicas de dichos clones

genómicos tales como el posicionamiento dianas flanqueantes
en el genoma , el número de copias presentes por genoma.

haploide y su localización cromosámica.

El estudio de las secuencias de proteínas de reserva del

maíz descritas en el momento de iniciar este trabajo penmite
observar la confusión presente en la nomenclatura y en los

criterios que se emplean para la clasificación. Estos criterios

basados fundamentalmente en procedimientos técnicos de extracción

o purificación no informan de las posibles relaciones evolutivas

entre los diferentes grupos de proteínas. Por ello, y a partir de

las abundantes descripciones de genes codificantes para este tipo

de proteínas que se han descrito los últimos años se plantea el

tercer objetivo de la presente Tesis :
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3. Establecer una. clasificación de las proteínas de reserva

del maíz, que tenga en cuenta re,l.aciones de tipo evolutivo

entre ellas y con otras proteínas de reserva de cereales, lo

cual representa una. contribución al establecimiento de

superfamilias de proteínas de reserva de cereales.

t.
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2.1 MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1 HAlZ

La especie objeto de este estudio es el maíz (Zea mays L.),
planta monocotiledónea del Orden de las Poales, familia
Grarnineae. Se ha utilizado la variedad \\64A, linea pura obtenida
por autopolinización manual durante más de 20 generaciones. Dicha
variedad es una de las más utilizadas actualmente en estudios de
biología básica del maíz disponiéndose de abundante información
sobre ella así corno de numerosos mutantes. La elección de una

línea pura como sistema de estudio se justifica por la necesidad
de simplificar al máximo el modelo. Hav que tener en cuenta que
las proteínas de reserva mayoritarias en el maíz están
codificadas por familias mul t igén i cas de notable complejidad
(Hagen y Rubenstein, 1981; Larkins, 1983).

El momento del desarrollo del grano escogido para el estudio
ha sido entre 20 :r 25 días despues de la polinización. Se escogió
este período por tres razones primordiales. En primer lugar la
síntesis de las proteínas a estudiar se encuentra en una fase muy
act, iya; en segundo lugar, el grano ha alcanzado ya un tamaño
suficiente que permite su manipulación; y en tercer lugar, no se

ha llegado aún a la fase de degeneración celular del endospermo
previa a la desecación del grano. Los núcleos de las células del

endospermo son muy activos :'; de este tej ido se puede obtener D�A

y RJ":A con rendimientos elevados.

Las plantas se cultivaron en los campos eA�rimentales de la
Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona
fundamentalmente. También se ha empleado material procedente de
cultivos realizados en el "Istituto Sperimentale per la
Cerealicol tura" de Bér-gamo , Italia. Cuando la flor femenina

estaba madura se autopolinizaba manualmente, recogiéndose las
mazorcas 20 ó 25 días después. Las mazorcas se congelaban
inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaban a -70'C
durante largos períodos de tiempo (en algunos casos más de dos
años) .

Para aislar los endospermos y embriones se desgranaban las

mazorcas sobre nieve carbónica, de donde se tomaban para

diseccionar, eliminando testa y pericarpio y separando embriones
de endospermos. Los endospermos y embriones de conservaban a-

70'e hasta ser utilizados. Todo el proceso se realizó siempre
eyitando en todo momento la descongelación del material y en

condiciones de esterilidad a nucleasas (ap.2.2.1).

2. 1 .2 CEPAS BAC1'ERIA�AS I VECTORES DE Cl..ONAJE

El trabajo que se describe a continuación ha consistido
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fundamentalmente en una labor de clona,je de fragmentos de DNA y

de análisis de éstos, y para ello ha sido necesario emplear una

serie de vectores de clonaje (plásmidos y bacteriófagos) y de

cepas de la especie Escherichia coli que se describen a

continuación.

Tabla 2.1

Cepas receptoras

L coil JHi(¡� F' i'lanish-ferrcrl, IS&f. ¡

lIle-prO), tni, rpsL\stri, sup�, enañ, sbcb, nsd�

i F' : tra[:3b, proA' S,, l acl+, Z Hi:

¡, ccli jHICg F' (lanisn-rerror., ¡SB5 i
recAí, ends i , gyr AS6, tni , hsóRli, supE4L re lál ,

lambaa- , liae-proAS j ¡ F' traú3t, prcAB, iacl+,
Z HW

R, caE JH8J \Hessing y Vieira, 1982.i
lall6da:, ara, iprc-Iac i , rpsi., tm , ,&u, dlac,
Z MiS, lalloda-

R, cdi 55E recA- ¡Hurra)' et al" 1S;;,
F-, recs l , nsdR514, iw, Ilt"i, supEH, sup�5B,
lae!¡ or ilaeIHl6, galKL gal'iZL lIetBl, trp�55,
lasbda-

i" coE llu9ü iYoung y üavies, 1SB3l
lacUl6�, proA', len, araÍ!i�§, strA, supF,
¡trpC22: :Tnii)], (pHCSi

R, coli BBIOl ¡Boyer y Roullana-Dusoix, 196�¡
F-, leuBo, proAZ, recA13, tb

í

l, aral}, laeY¡,
gali¿, xyi5, Itll, rpsLZü, lalbaa-, supE44, nsdS¿ú,
r.-, 1.-

¡, coE BHBZ688 iHobn y Hurray, 197;; Bobn, 19i9j
H2ú5 recA (lalbaa ill(;(, cIts, bZ, redJ, Ea14,
Saail/latbda

i. coli BHSZ69ú (Hohn , Murra" 1977; Bobn, i979i
NZú5 recA i Iaabda ill(H, cIts, bZ, redJ, Dat15,
Su71 ¡ Iasbda

Cepas de E. coli empleadas.
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Plásmidos

pBR3��· iBolivar et ai .¡ i9ij J

replicón : pKEi
tala�D : 4.4 kop
fenotlpG seleccionable : 'Ipl Tetl
dlanaE unicaE co� inactivación g�nica BalEl.

Eec�Y. NruI. Pst.I. Pvul, Sal i. Scal ,

Spnai, baI
dianas unicas sin inactivación genica : AatII,

Aval, Bai l , ela!. EccRl, BinaIiI, Mati,
PvuIl. Ttb 1111

pUClS - pUCi9 IWorranaer, 1983i
replicón : pHBI
ta.a�o : 2.� kbp
fenotipo seleccionable : Alpl
lareadores genéticos : lac Za¡
dianas unicas con inactivación g�nica

BindiIl, SphI. htI, 8a1i, Acci. BinciI,
Ibal , BuHI. Iaal , Slai I Kpnl , SacI.
EcoRi

H13 Ip18 - H131pl9 tNcrrander, i3SJi
replicón : H13
taaaño : 7.Z ibp
fenotipo seleccionable : placas de bacieriófago H13
larcadores genéticos : lae Za'
dianas únicas con inactivaeión génica :

HinaIIi, SpbI, PstI, SalI, AceI. HineII,
Ibal , BuB!, ¡lar, sur, Ipnl , Sacl ,

EcoRI

Bacteriófagos

lubda cI8Sí

la.baa NH1150 ¡Hurra" 1983l
genotipo: lalbda-b538, srI-lllbda-3', ill!¡"

srI-lalbda-4', shndI1I-lalbda-S', sr1-
lalbda-S'

tipo - capacidad: inserción - O a 8.5 kbp
dianas de clonaje : BcoRI, BinarII
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lalorla Charonj5 !Loenen y Blattner, i�83i

genotipo laloda-sbhI-lamoda-l', laeS,
sr�laeZ .pe lrl inrer !Eec�i-BaaülhE. coii
DNA ¡ 15.6 kbp &amüIJlpoi¡linker (BaIHi
E�c�¡¡;srI-lambda-�, ijLiiJ KH54, ninS,
snnlli-laloria-o', srI-lalbda-5'

tipo - capacidad: sustitución - � a i8.6 rbp
dianas dE elonaje ; BalEI, Ecc�l. HindllI, 5acI, 5aii, loal
reconocimiento de recolDinantes : no nay
prupi edaces de lOE reeoabinantes : cl-, Gaa-, lnt', �eci

cepas especiales; no nay ¡debe crecer sobre huésped �ecA- i

Tabla 2.2 :'Vectores plasmídicOs y bacteriófagos empleados.

Figura 2.1 ': Mapa de restricción del ba.cteriófago lambda cI85í.
(Tomado de "Stratagene" Catálogo 1987, modificado de
Echols y Murialdo (1978) , Szybalski y Szyba.lsky (1979),
Daniels et al. (1980), Sanger et al.,(1982). Daniels et al.,
(1983), y Roberts (1986»).
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o 10 20 30 "O 50 60 70 80 90 100(%)

O 10000 20000 AIOOOO AI8502
(bp)

FI FII

R2 L2 L' �, R2
... .....

"'pal SnaBI Nael Xbal Xhol Nhel Na,l

5000 10000 15000 20000 25000 :IlOOO 35000 40000 45000 48502
1 1 1 1 1 1 1 1 1 I

Aat I 12434
604 18

19044 1'5191 6995 1I 7888
307 1134 29

Aatll 5105 4?89 1'643 3731 1 14062 11 no '" 33161 2939
639 1m 499

Accl 2,9:)1 13070 1 3574 1I 11828 1 11 6957 1 2720 1 5581

AfllI 6540 6078 30012 5872

Ava I 4720 14677 1'6021 6888 3730 �8811 4716 1'6741 1614

74

Avr 11 24322 11 24106

BamHI 5505 16841 5626 652, 7233 6770

58' 1105

Ban 11 1 1 9505 9677 I'BOl 3202 11 13576 9049
5,7 2684 560

Bcll 1 8844 11 4459 18909 4623 6l3O 11';76!J
415 651 6C

BgllI 11 22010 13286 1239211 9688

604 1501

Baa HII 3522 11 1 9'88 �8� 11359

537

ela I 11385 10496
li�

Dra I 7834 68'6

EcoRI 21226 4878 5643 7421 5804 3530
38; 9'9

Eap I 10297 11 I 4857 4226 11674 9084

!6.s '71

Hlnd 111 23130 12027123221 94,6 1I 6557 4361

Kpnl 17053 1'� 29946

Mat 11 26717 7601 14184

'16 9!>611ti11

Mull 11 5090 9824 12419122051 I 1 26282

Ncol 19329 4572 3967 16380 4254
556

Ndel 27630 122531 3796 1 243311'6891177! 8371
104

Nru I 45!K) 23460 3653 11 9401 1 liIi94

Ppal 11424 31291 1 5787
:19

PpuMI 28'5 1 25982 19676

Pvu I 11933 14321 9513 12715

Rar 11 3800 122411 7942 5305 1 2954 1 26260

24772
1105

22625Sac I I I
2'0 1076

Sacll 20320 11 187111 .116
69

Sa" 32745 11 15258

1578
1Sea I 16421 1 22631 7001 I I 5539 15700

1'5'91
10411

Stul 12434 19044 11995 11 7188

Tthllll 11202 24!I)Q 12400

Xbal 24508 23994

Xhol l l3498 15004

Smal I 19397 12220 1271 1614

Xmalll 19944 16710 11841
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Figura 2.2 : Mapa de restricción del bacteriófago lambda Charon
35. (Pouwels et al., 1985). Se indican las características
de su genotipo, dianas de retricción únicas y propiedades de
los recombinantes.

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

2.2.1 MATERIAL DE VIDRIO!Y Ph�TICO.

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 debía ser

estéril y/o libre de nucleasas. Se diferencian dos tipos de
material según se consiga una esterilidad a microorganismos (y a

DNAsas) o también a RNAsas. Hay que destacar que las RNAsas son

enzimas ubícuos de una actividad elevada y que resisten
condiciones ambientales extremas.

El material de cristal
esteriliza en autoclave a

durante 30 min.

y el de plástico no estéril se

121°C o 1 atmósfera de sobrepresión

El material de cristal libre de RNAsas se prepara
manteniéndolo a 200·C durante al menos 6 h (horneado). El
material de plástico se prepara a partir de stocks que nunca han
sido manipulados sin guantes de látex, la piel es una de las

principales fuentes de contaminación por RNAsas, y se esteriliza
en autoclave en las condiciones anteriormente descritas.

2 .2. 2 REACTIVOS lTIPLEAOOS

El agua utilizada en todos los procesos era ul trapura.
Procedía de un sistema "Hi.Ll i Q" de la finna. Nillipore que poseía
un fil tro de lana, otro de carbón activo y dos columnas de
resinas intercarnbiadoras de iones de lecho mixto. La resistividad
final era de 15 a 18 ��/cm. Cuando su uso lo requería el agua era

esterilizada en autoclave 30 min a 121"C o 1 atmósfera de

sobrepresión.

Las soluciones libres de RNAsas se preparaban con agua libre
de RNasas en material de vidrio horneado y a partir de productos
que se habían manipulado en todo momento con guantes. El agua
libre de RNAsas se obtiene según 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 atmósfera de
sobrepresión.

3. Añadir 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
descomposición en etanol y carbónico).

5. Esterilizar en autoclave como en 2. Manipular siempre la
botella con guantes.
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Los reactivos generales empleados
calidad analítica (Nerck, Car-Io Erba y
más específicos se listan a continuación.

han sido siempre de
Panreac). Los reactivos

Reactivos generales

prodUCH fabricantE reíerenci a
ació0 ioó�acétic�
aeri iaaida 55�i

agarosa eiectroenÓOElosis leÓla
electroenrioslosis ledia
electroendosaosis baja
bajo punto óe fusión iLHr;
alta calidaa para Ac. Nuc. \hA:

albúmina Dovina \BSA) fracción V

calidad Biü}. Holee. ,lb Igrlll)
oV0albúnina

alpicilina
Añ�l de hígado de ternera

levadura d� panaóería, tipo ¡

azul de hr0ncienol

Sacto-Agar
Bacto-levadura
Bacto-tr iptcna
6-hidroxiquinoieina
bis-acriluida

brolurr rie eti¿ip
cebaóer universal! 'priaer"i 1; MEñ i-�úi
cloruro óe cesio
cloruro rie rubiriio
cloruro de belauin( cobalto iIII)
cloruro de ii tic
cloraafenicol

dietilpirocarbonato \DEFC¡
úWA rie esperla de sallon
üit.íctreí tol
iGTA

hpenidina
Fenol
Ficoll 400
Forlalriebido 3í ,
Fonaaida

HRPES
Hidrocloruro de tialina
IPTG
HES
HOPS

íoda]
Biokaci
Sign
Bispanlab
Sigu
BioRad
hanacu
F lusa

&oehringuN
Sigla
Si�1a
Boebringuer
Sigla
Biohd
Kerck
DIFC0
DIFC('
DIPC(:

SUIIa
Iodar
BioRaa
Sigla
ILE.Biolaos

Boenringuer
Mere!

Sigaa
HercR

Sigla
Huka
Sigla
Sigaa
Sigla
Sigla
Hercil
Fhanacia
Merck
Sigla
Merc!

Sigla
Sigaa
Sigu
Sigaa
Sigu

j�i-ÍJll'i
A-6S;;
c-;
A-6úlJ
lo�-Ovii
li-0554-ü�
u548ú
in 454
A-Z51Z
A-S51&
647 ¡Z�
R-9(i[:¡
i 6 í-íi4v�
81,�
0140-[11
iii¿i-01
on::-�i
jj-66;�
83E�
16i-v�;jj
E-aHí

usn
757 36(:
;bZl.
H-88&i
56ií
C-ú3i�
;¡::'4�O
I'�16�(
[¡-il63¿
E-Hí6
5-2501
206
17-0��O-OI
9684
F-75ü3
96b4
B-33í5
T-4625
1-550,
"-8250
M-�3&1
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üTF
GH
GH

iabricante reierencia
5cnleicner l Scnuli &ABJ &A65

S iglta A-oiH

Boebringuer 5i9 9iS

Bcenringuer 110 213

&oehringuer 106 3i2

Boehringuer i03 a3;

B&ehringuer 10;¡ 9&5

Boebringuer i v4 2.74

Boenringuer 104 108

tloehringuer 104 143
Filaraacia H-4685-Íli
Hercir �üi491

SigDa PVP-36Ü
BúH W.44
Pbaraacia 17-(l(¡3Z-úl
Pharmacia li-úf¡4i;.úi
Sigma SL-¿
í.oen-Lignt, 5i-1674Zi8
Kodak 81 i B
BioRad 161-0801
Sigila T-3Z5&

Sigma B-4Z52

praaueta
nitrocelUlosa
nucieótidas
nucleótidas triiosfato AIr

deaIlnueleótido� dAlr
riTTF
dGn
den

dideolinucleótidos : ddA, ddT, ddG. ddr

polietilenglicol CÚÚÚ iPEG ¡¡OúDi
poliviniipirroiidona
Sodio-aoaecil sulfato ISüB,
Sephadex G25 Fine

G5ú Fine

5igncore
Supersalve
íEHEú

Ietracici ina
¡-�ai

2.2.3 ENZIHAS y KITS

Enzimas generales

iabricante referencia concentración

úNA poli.erasa 1 N.E.Biolaos H(;� 1f¡ U/ul
�NA poil.erasa 1 ¡lenow N.E.Biolabs tz1u 5 Uiui

Boehringuer 104 52� 5 Ui¡¡l
DNA 1 ísaaa T4 NEN U33 i5 iJiu1

Boehringuer 716 35� 1 Uilli
[¡NAsa 1 Boehringuer 1 ú4 15 S
Fosfaiasa alcalina Boebringuer 713 ii23 2.8 Uilll
Lisoziaa Sigila L-6876
liuc1easa Ba131 Boehringuer ;24 793 2. Uiul
�ucleasa 5 i Boenringuer 818 33& 300 Uilll

Álershall T-2.410Y 49.5 üi�l
Jiroteinasa K Sigla L-6876
��Asa A 5 igu R-5000
RiiAsa Ti Sigma &-8251
RNAsinal Prolega Biotec P-2114 40 ü/�i
T4 polinucleótido quinasa Alersbaa T-2020i 5.5 U/lIl

rro.ega Biotee M109 i ü/ul
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Endonucleasas de restricción

eT!ziu fabricante referencia concentracion

AccI Boenringuer 7í.8 UÚ 3,5 UiuI
{¡aDiii Genoiit ¡¡bÍlZ6(1�j 2& Uipi

ÁlersnaD l-1íllúí 12 UipI
AsersnaD !-lúlú;:' 40 U/Pl

BgIIl hersbaa j-l021Z ií.ú U/pI
Dp!lI N.E,BiolaoE 1176 5 U/pI
EcoRI AlersbaD 'f-lú4GZ 1Z Uipl

Boebringuer ZÚÜ 3 il' 60 U/pi
iiaéIlI AlerEnall 'j-iú5il 10 U/pI
Binci! :H1noI1 A,erEnan 'i-lú5Si H U¡ul
HinriiIi Alenha. 'i-iú6iJZ íZ üfpi
BinO !JersDa. 'f-1ú61i' S U/pi
HpaIi �,E,boiaos li71 6 Uípi
E.prJ N,E,Biolabs tiC lú U/pi

Álersna. i-iii68i' B UipI
Hbol N.E,Biolaos t i4 í 6,5 Uipl
HE�I BRL 541S5A líi U/pi

N,E,Biolabs liúi 20 UiIIi
NcoI Boehringuer 835 j15 10 U/pI
?stl hersna. 'i-lú7J¿ 30 U/pI
rVüI hersball T-lúi�i ¡j; U/�l

Boeilringuer &5l 1':1 5 Uí�i
huir Boebringuer 6U 69Í1 10 U/pI
fiad herEna. 'f-l0í81 lú Uipl
SalI Alershall T-l080Y l2. Ui pI
5auJAi N,E,BioIaDE ,16S 5 U/pI

Cultek Olil9új J UipI
Sul herEDal 'f-1085Y U U/pi
S spl �,E,Biolabs un 6 UiIII
Taqi Boebringuer 404 Ha 9 UipI
¡baI Boehringuer 674 ,S7 9 UipI

"kits" empleados

"Hultiprile DNA LabeIling SyEtel Alersbal RPN,16úúY
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DISOlución

2. 2 • 4 DlSOLUCIQt.;"ES S'I\XK HAS USüALES

COlpcsicio� hepar�ción ObservaCIones

acetato alonico 5 H

(pI: 77.0&)

acetato de litio 4 H

(pi: 65.98í¡

acetato potásico 5H

'PI :96.15;

acetato sódico S H

pH 5.�

'PI: cl..03i

ácido clorhídrico Z N

(pa : :io.46i

ácido iocioacé�ico 1ú ;

'PI: W.S5¡

AH iOú 1M

ípll : 55i.ii

broluro de etidio ¡lO Ig/II)
(pI: 394.3;

cloroforlo - alcohol
isoalilico ,36:4 v:vi

cloruro de lagnesio 1 H

'PI: Z03.3)

dennardt (lúOx;

úNAsa ¡ 11 Ig¡ll)

Ficoli 40ú Z �

polivinilpirrolidona Z �
SSA fracción V , �
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�6.35 g acetato alónico en

,DO 11 agua. Enrasar a 250 11

iu¿ g acetato ue litio en

20v al agua. Enrasar a ¿Su ai

4�.1 g acetato potásico en

1úú 11 de agua. Añadir 19.1í
11 ácido acético glacial y
H.5 .i agua.

12S.u5 g acetato sódico en

35ú 11 agua. Llevar a pH 5.,
con ácido acético glacial.
Enrasar a 5úv li.

129.€ li Hel ,5 í sobre 20ú
li agua. Enrasar a 500 .1.

10 g ácidc iodoacético en

80 11 agua. Enrasar a iOO-ll.

55.ii Jg eL 1 11 agua estéril

1ú Ig en 1 11 agua estéril

96 11 cloroforlo las 4 11
alcohol isoalílico

20.33 g Hgell en 90 11 agua.
Enrasar a iOO 11.

10 g ricoll 40010 5ú 11 ricoll
400 ,0 �) iü g polivinilpirroli
dona 10 g SSA, hasta 5úú 11 con

con agua. Agitación por inversión,
lás de 1Z h. Alicuotar 5ú li.

1 Ig DNAsaI en 1 11 agua estéril

Filtrar 0.45 UII

No autcciavar

Filtrar ü.45 ul

Autoclavar

Filtrar O.H 111

Iio auto clavar

Filtrar v.45 UI

Autoclarar

Filtrar O.2� �I
Guardar a -ZO'C

Proteger de la luz

Conservar a -20'C

Conservar a 4'C

Proteger de la luz
Mutágeno potente.
Precaución

Tóxico

Filtrar 0.45 111
Autoclavar

Conservar a -2Ú'C
No autoclavar

Conservar a -ZO'C



üise luci oa COlJ)osicion heparacion lioservaciones

Ditiútreitol i M 0,154, g Di] en i 11 agua estér, Conservar a -2ú'C

lpl : i5Ll.i

iDIA b.5 M pH 6.5 �J.v6 g Titriplex ,Mercki en 400 Filtrar 0,45 pi
(pa : 3n.24l 11 agua. Añadir NaOH en lenteJas Autoclavar

'Jv-3Si nasta disolver EDTA (pH il,
Ajuste fino pO B con NaúB iú N.
Enrasar (), 5 l ,

Fenol saturaoc Fundir Z5Ú g fenol (Merckl a 6ú'C Conservar a -20'C
'PI: S4.iii JO ain. Añadir ñZ.5 al agua esto períodos larlos

30 al iris base i M y 0.3 • 6-úH- fÓlico. Corrosivo

q�inoleina. Agitar inyectando N,.

FenDi-cloroforlo- 100 al fenol saturado, 96 11 el 0- fÓlico. Corrosivo
-isoaaílicü ,iOú:96:4 rofarav, 4 al alcohol isoaaílico
v:v:v¡

Fosfato i H pH 6.5 jj.B g haB,tO. en &0 11 agua, Filtrar 0,22 pi

[pI! : lJi .�L Ajustar pB S.5 NaOE Iv k. Enrasar No autoclavar
a 100 .1.

lorlalioa desionizada I 1 forlauida (Mercij con 100 g Filtrar Vbltlann lMM
resina Ag 50i-Xb,VI. Agitar 1 b. Conservar -70'C
La sOlución 5ú � en agua tiene

pH \; .5. Añadir nieve carbónica
en caso contrario. Alicuotar 5ú 11

Hiaróxio" sóoico ¿ h 4ú g NaOH en 40ú 11 agua. !nrasar

¡PI: 401 a 500 al.

Bidróxioo potlsic0 10 N 28.06 g KOH en 400 11 agua. in-

'pll : 56.11j rasar a 500 11.

IPTG (20 Igjal) ZO Ig IPTG en 1 11 agua esto Filtrar 0.22 111

(Pll : í.38.3i Conservar -20'C

Medios cul ti vo
Hedio LB bactotriptona Z � 20 g bactotriptona, 10 g ext. Autoclavar

extracto levadura 1 , levadura, 20 g Mael en 1 1 agua,

hel Z , Ajustar pO 1.4 NaOO 10 N,

Hedio 149 Agar Agar 1. 5 � a: 15 g agar en 50ú 11 agua Conservar a 4'C

Na,HPO¡ 40 1M b: 100 .1 K9 (10x) en 378 11

¡S,PO¡ Z2 IH agua. Autoclavar. Atelperar a

Nael 8 IH 50·C. Añadir 10 11 glucosa ZO'

NH.Cl 18 IH 10 11 CaCl, 1 11 tialina BCI 1 K

glucosa O.Z � 1 11 MgSO. I H. Hezclar (a) J Ibl
Cael, 0.1 IH Plaquear.
fialina HCl 1 aM

MgSú. 1 1M

materiales y métodos 83
------------------------



iJisolución COlpúsicion Preparaclon

Medio Süli

uÍlservaciones

M9 110x ¡

HES-K 0.5 H pH 6.3

¡pll : 19U.)

bactotripLon& � �
eXL. levadura u.5 �
NaCl li! 11":
KCl ¿.S IH

HgCl¡ 1 Ú IH

Hg50! i O IH

Na! HHI( \).4 H

.H!P0( O.�� M
NaCi Sil 11M

NHICl 0.18 M

2& g DactotripLona, 5 g eXL.

levadula, u.585 g NaCl, 0.IB8

g Kel, Z.ÍlJ g HgGi!, 2.465 g

Hg�0(. in iDO 11 agua. Enrasar
a i l. Autoclavar.

30 g Ha.PO(.� B!u, 15 g

KH¡PO(, 5 g NaCi y lú g NHICl
en 400 11 de agua. Enrasar a

5úú 11.

�.i6 g HES en Bú 11 agu a esto

Llevar a pE 6.3 con KOH 10 N.
Enrasar a 100 al.

Húr5 ¡IOx) pE ;.ü HOrfi O.k H

Ipll : Z31.3i acetato sódico 50 IH
EDiA lú 1M

NucleótidoE
áATF �ü IIH

I pi : 535. j !

á'iTr 20 IIH

¡pi: 5iú.Zi
dGTF ZÜ IIH

Ipll : 963.2í
den ¿O 1M

(pI :519.1)

nucleótido

dATP
dTTP
dGTP
dCTP
UTP

23.13 g HúP5 anhidro, & .1
acetato sódico 3 H pH 5.Z
iú .1 EDiA 0.5 H pH 8.0 en

400 111 agua. Llevar a pB 7.ü
con Bel 25 , ¡apr. 3 111/.
inrasar a 500 al.

Disolver �O Ig dATP en 934.4

�l Tris-HCi 50 IH pH &
Disolver 20 IIg dfi? en 876.9

�l Tris-HCl 50 IH pH 8
Disolver 20 Ig dGi? en SOi.3

�l Tris-Bel 50 IH pH B
Disolver 20 Ig dCiP en 963.2
�l Tris-BCl 50 IH pH 8
Verificar la concentración por
D.0. segun tabla

ni constante absorción IH.l�.lL

259 1.54 . 104
260 7.4 .101
253 1.37 • 10(
�71 9.1 . 101
2.6¿ i.ÍI .104

ú.O.
H real : -----

et.ab.
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Filtrar 1).45 �I
Autoclavar

hltrar Ú.¿Z �I
No autoclavar
Alícuotar
Conservar -ZO'C

Filtrar O.¿l. UII

Autoclavar
Alucenar 4 'C



iii sc iuci on COlposición rreparaClon 0bservaciones

RNAsa A liÓ IgIll;

SDS Zi! ¡

iNAsa A 1(1 IVII
Tris-Hel pH ;.5 lOó 1M
NaCi 15 1M

5S[ i2ü.¡ NaCi J H
citrato sóciico O.J M

55rE I¿ÚX; NaCl 3.D M
fosfato 0.2 M
Ei;iA 2(: 1M

�ulfato de Magnesio 1M

(pI! : 2H.H¡

lú .g ENAsa A, lú pi iris-BCl
1 H pH 7.5 3 pi NaCl 5 N en

96i pI agua estéril. Hervir 15
.in a ¡üu'C. Ate.perar.

lóú g SbS en 4úú .1 agua esto

Enrasar a 5úú .1.

175.J� g Nae1 88.�J g citrato
trisódico dihirirato. En 900 .1

agua. Enrasar a 1 i.

,10.37 g NaCI 27.6 g NaHtPO,.
H:0 46 .1 BDTA ú.5 M pH 6.0 en

900 _1 agua. Llevar a pH 7.7 con

NaDE 10 N. Enrasar a 1 l.

01.62 g MgSO, en ,00.1 agua.
Enrasar a 250 _i.

Alícuotar
Conservar -,O'C

Filtrar 0.2, p.
No autoclavar

Filtrar 0.45 P'
Autoclavar

Filtrar 0.45 p.
Autoclavar

Filtrar 0.45 p.
Autoclavar
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2.3 PURIFICACION DE DNA Y RNA

2.3.1 PURIFICACION DE DNA GENOMlCO

El material de partida fue endospermos y embriones de 20 o
25 días despues de la polinización conservados en todo momento

congelados a -70 "C.

PROCEDIMIENTO :

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

2. Introducir la harina resultante en un matraz Erle��yer de 500
mI que contiene 50 mI de tampón de extracción precalentado a

50·C.
3. Añadir 5 mg de proteinasa-K en polvo,

hasta que su disolución (concentración
4. Incubar durante 3h a 50·C con agitación

C�nviene que la agitación sea orbital

romper mecánicamente las largas cadenas
DNA.

5. Centrifugar la disolución 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 mI al que se añaden 25 rnl de fenol saturado.

'i , Agitar suavemente 10 min a temperatura ambiente.
8. Añadir 25 ml de una disolución de cloroformo - alcohol

isoamílico.
9. Agitar suavemente 10 min a temperatura ambiente.
10. Repartir la disolución en tubos C�rex 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 extracción con fenol y cloroformo
iso�lico como se describe (en 6 a 10).

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

13. Juntar todas las fases acuosas y añadir 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 vacío.
16. Resuspender el sedimento en 10 ml de tampón TE pH 7.5,

suavemente.
1 i . Añadir 10 g de cloruro de cesio disolviéndolo sin agitar

violentamente el tubo. La solución tiene una densidad de
1.55 g/mI. Añadir 10 �l de una solución de bromuro de etidio
10 mg/ml .

18. Pasar la muestra con una pipeta Pasteur a un tubo de

agitando con suavidad
final 100 �/ml).
muy suave (nota a).

y suave a fin de no

de las moléculas de
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polialómero 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

50 mg y sellarlos.
20. Ultracentrifugar a 122000 g.a.v. (43000 rpm rotor Beckman

50Ti, ángulo fijo de 45') durante 60 h a 25"C. Fijar la
decelaración al mínimo para evitar distorsionar las bandas.

21. Una vez finalizada la ultracentrifugación 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.

22. Cortar el tubo con un bísturi 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 mI. Succionar la banda colocando la pipeta
justo por debajo de la banda de DNA.

23. Extraer el bromuro de etidio añadiendo 1 vol. de isopropanol
saturado en tampón TE pH 7.5 NaCl 5 N, agitando por
ánver-sdón , suavemente (sin vortex), y dejando separar las
fases. Eliminar la fase superior, alcohólica, de un intenso
color rosado, y repetir la extracción un mínimo de 6 veces o

2 veces más a partir del momento en que en la fase superior
no se aprecie color rosado.

24. Pasar la muestra a tm tubo Corex de 15 ml. Añadir 2 volúmenes
de agua para diluir el cloruro de cesio y 6 volúmenes de
etanol absoluto frío (-20'C), mezclando por inversión • Se

observa la formación inmediata de tm precipitado filamentoso
de color blanco formado por el DNA de alto peso molecular
(nota c).

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

Beckman JA20) durante 20 min a 4·C.
26. Eliminar el sobrenadante, el sedimento suele estar bien

adherido al fondo del tubo y es de tm color blanco lechoso
( si presentara un tono rosado indicaría que no se ha
extraido el bromuro de etidio en su totalidad).

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

(14000 rpm rotor Beckman JA20) 10 min a 4·C.
28. Eliminar el sobrenadante por aspiración, secar bien las gotas

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

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

la resuspensión se calienta el tubo a 65·C 20 min para
eliminar posibles DNAsas y posteriormente se deja
resuspender a 37·C el tiempo necesario (nota d l ,

30. Cuantificar la concentración de DNA por absorción a 260 nm (1

D.O.260 correspond� a una concentración de 50 �/ml).
Comprol:::ar la calidad y el tamaño del DNA purificado en un

gel de agarosa al 0.7 % (notas e, f).
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DISOLUCIO},·¡ES

Tampón de extracción

EDTA 0.1 M pH 8.5
NaCl 0.3 M
SDS 1 %

OBSERVACIOJ:-.;"ES

a. Es muy importante evitar en todo el proceso agitaciones
bruscas de la disolución de DNA para reducir al mínimo la

fragmentación mecánica de las cadenas de DNA. Por eso en

ningún caso se debe agitar con vortex. Agitar invirtiendo

d.

suavemente.

b. Si en el apartado 24 no se observa la

precipitado filamentosos ello pordría ser

rendimiento. En tal caso dejar el tubo 30
centri fugar posterionnente. De este modo
cantidad de DNA recuperado.

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

precipitado de DNA se puede recoger con a)� de una varilla
de cristal (por ej. una pipeta Pasteur) e introducirlo en un

tubo eppendorf, lavándolo posterionnente con etanol al 70%,
centrifugando 1 min a temperatura ambiente y

resuspendiéndolo en 1 mI de TE. Este procedimiento elimina

centrifugaciones y reduce los volúmenes de trabajo.
El gran tamaño de los fragmentos de DNA hace que su

resuspenslon sea muy lenta pudiendo durar más de 24 h.
e. Si el DNA obtenido es de buena calidad en cuanto a su tamaño

su migración electroforética debe ser igual o superior a la
del DNA del bacteriófago lambda-cI857, de 48.5 kbp.

f. La medida del contenido de ácidos nucleicos de tma disolución
y su pureza se obtienen mediante la lectura de la absorción
en el VV, siempre en el supuesto de que hay sólo DNA o RNA y
de que la contaminación por nucleótidos es despreciable. El

espectro de absorción del DNA y del RNA tiene tm máximo
cerca' de 258 nm y \ID uun1JOO a 230. Por razones prácticas
los datos equivalentes de concentración se realizan a 260

aparlclon de un

debido a un bajo
mIn a -70ve y
se aumenta la

nm:

- medida de la pureza del DNA o RNA respecto a

proteínas
D.O.Z60 / D.O.Z80 = 2.0 (RNA) / 1.85 (DNA)
D.O.Z60 / D.O.230 > 2.0
260 y 280 se mide la absorción de los anillos
aromáticos. A 230 se mide la absorción del
doble enlace en el enlace peptídico de las
proteínas.

- el valor de concentración se obtiene a partir de las
D.O.Z60 (Maniatis et al, 1982)

RNA 1 U = 40 J.lgr RNA/ml
DNA : 1 U = 50 J.lgr DNA/rnl
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Otros autores (Clemens, 1984) dan la equivalencia:
RNA : 1 11 = 43. 45 �r RNA/rnl

2.3.2 PURIFICACION DE RNA TOTAL

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

El protocolo que se describe a continuación fue tomado de
Dean et al. (1985).

PRCQl)IMIENTO

l. Triturar 20 g de tejido en un mortero, preenfriado en nieve

carbónica, en presencia de nitrógeno líquido y de arena de
cuarzo (1 g/lO g de tejido) (nota a).

2. Sacar el mortero con la harina formada de la nieve carbónica
añadir lentamente 6 rnl de tampón de extracción y 6 mI de
fenol saturado (libre de Rt-iAsas) removiendo despacio
mientras se tritura el tejido. Seguir triturando hasta que
la masa formada licúe (nota e).

3. Pasar la disolución a un tubo Corex de 30 ml. Incubar a 65·C
en un baño durante 10 min. Agi tar con vortex

intermitentemente (nota b).
4. Centrifugar a 8000 g.a.v. (8000 rpm rotor Beckman JAZO) 15 min

a 20"C (nota d l ,

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

6. Reextraer la fase orgánica, inferior, con 1 volumen de tampón
de ext.raccaón. Mezclar agitando con vortex, centrifugar como

en 4.
i. Recoger la fase acuosa y añadirla a la de 5.

8. Si se observa que la interfase no es sólida se puede realizar
una segunda reextracción de la fase orgánica como en 6. En
ese caso recoger la fase acuosa y añadirla a las demás.

9. Añadir el mismo volumen de cloroformo-isoamílico que el de la
suma ele fases acuosas. Agitar con vortex. Centrifugar como

en 4.
10. Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo Corex de 30

mI. Añadir 1 volumen de disolución de cloruro de litio +

urea (nota e) • Agitar.
11. Dejar precipitando tdda 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 vacío.

14. Resuspender el sedimento en 0.8 ml de tampón de resuspensión.
Pasar la muestra a un tubo eppendorf.
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15. Añadir 1 volumen de fenol saturado. Agitar con vor-t.ex ,

centrifugar dos mino Pasar el sobrenadante a nuevo

eppendorf.
16. Añadir 1 volumen de fenol - clorpformo - isoamílico. Agitar

con vórtex, centrifugar 2 mino Pasar el sobrenadante a nuevo

eppendorf.
1,. Añadir 1 volumen de elorofonno-isoamilico. Agitar con vortex,

centrifugar 2 mino Pasar el sobrenadante a nuevo eppendorf.
18. Añadir 0.1 volumenes de acetato sódico 3r-l pH 4.8 y 2

volúmenes de etanol absoluto frío (-20'Cl. Agitar.
19. Dejar toda la noche a -20'(.
20. Centrifugar 20 min a 4"C.
21. Añadir 1 ml de etanol al ,0%. Agitar hasta que se resuspenda

el pe l.Let; •.
22. Centrifugar 15 min a 4'C.
23. Decantar el sobrenadante. Secar.

25. Resuspender en 100 �l de agua libre de &�as.

26. Medir la absorción a 230, 260, 280 y 310 nm, comprobar la
concentración y la calidad de la preparación en un minigel
de agarosa 1.5 % (ver ap.2.3.1 nota f).

2;. Conservar congelado a -iO"(.

DISOLUC1ON"ES

TamPÓn de extracción

Tris-HCl 50 mM pH ;.5

EDTA 100 m�l
NaCl 150 IDl'\.j
SDS 1 %
ácido iodoaeético 1 %

Se prepara a partir de disoluciones stock y de agua

libre de RNAsas. El ácido iodoacétieo se añade en el
último momento a partir de una disolución stock al 10
%.

Tampón de resuspensión

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

OBSERVACION"ES

a. Es muy importante que el tejido se mantenga congelado mientras
se tritura para minimizar el peligro de degradación del RNA
por RNAsas endógenas. Por el mismo motivo es también

importante trabajar en hielo siempre que sea posible.
b. La extracción con fenol-SDS da lugar a preparaciones con poca

contaminación de proteínas, pero con DNA. Esta contaminación
de DNA se minimiza si se realiza la extracción a 65"C.

e. La precipitación con cloruro de litio + urea da lugar a
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preparaciones de RK� básicamente libres de DNA,
polisacáridos y proteínas.

d. La sal potásica de dodecilsulfato (SDS) es poco soluble. Por
ello, hay que evitar la presencia de iones K+ siempre que en

la disolución haya SDS. Las centrifugaciones en las
extracciones con fenol se hacen a temperatura ambiente para
evitar la precipitación del SDS que puede retener RNA en la
fase sólida que aparece.

e. El fenol produce quemaduras graves por lo que es conveniente
utilizar guantes y gafas protectoras. El cloroformo es

peligroso y el alcohol isoamílico es venenoso por lo que
deben manejarse con cuidado y en campana de gases (Casey y
Davidson, 1977).

f. La relación de densidades ópticas a 260 nm y 280 nm debe ser

de 2 para que la preparación de RNA se considere óptima (ver
ap.2.3.1 nota f).

2.3.3 �NIFICACION DE DNA PLASMIDIOO

Se han desarrollado

plasmídico
básicas

lo
2.
3.

en E. coli.
diferentes
Todas ellas

técnicas para aislar DNA

comprenden tres etapas

crecimiento de la bacteria y amplificación del plásmido
sedimentación y lisis de la bacteria
purificación del DNA plasmidico.

A diferencia del DNA del cromosoma de E. coli la replicación
del plásmido, con replicones derivados de CoIEl, no requiere de
la síntesis de proteínas. El DNA plasmídico se puede amplificar
selectivamente añadiendo al medio un agente inhibidor de la
síntesis proteica como el cloramfenicol. De esta manera se

obtienen rendimientos 10 a 20 veces superiores respecto a

cultivos sin amplificación. Este fenómeno de amplificación no

está demostrado para plásmidos como pBR322 (Boli�� et al., 1977)
pero es evidente para otros menores como los plásmidos de la
serie pUC (Norrander et al., 1983).

Los diferentes métodos de purificación del DNA plasmídico
se basan fundamentalmente en la gran diferencia de tamaño entre
el DNA del cromosoma de E. c01i y el de los plásmidos que
usualmente son empleados como vectores. La gran diferencia de
tamaño existente entre el DNA del plásmido 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 fonna de largas cadenas lineales al lisar las
bacterias. La exposición la condiciones desnaturalizantes cano el

calor o el medio alcalino (hasta pH 12.5) produce la rotura de la

mayor parte de los puentes de hidrógeno del DNA, desnaturalizando

completamente las moléculas lineales. En esas mismas condiciones
las moléculas circulares de DNA plasmídico mantienen su

configuración nativa.
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2.3.3.1 Purificación de DNA plasmídico en gran escala

amplificación
I

Esta técnica permite obtener cantidades elevadas (0.5 a 5 mg

de DNA por litro de cultivo bacteriano) de DNA plasmídico de gran

pureza. La purificación final se basa en el diferente

comportamiento del DNA plasmídico 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 más 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 Bimboim �- 001)- (Bimboim y Do.ly , 19i9) tomado de
Maniatis y col. (Maniatis et al., 1982) y modificado.

densidad del DNA d� dobif cadena

densidad igjmII : G.üi8 I� ¡G + eil t 1.560 glmI,lol

505. ¡Gte¡ densidad

dsüNA superenrrollado
dsDNA "nicilec"
ssDNA
ssRNA

proteína

1.í09 gill
1.54 g/1I1
1.;2,6 g/lIl
1.90 gilll
l.J3 gjll

notas:

a. asüNA "nicked" atrapa las bromuro de etidio

que dsDNA superenrrollado.
D. el brolluro de etidio a saturación produce

reducciones de densidad del dsuNA de
l� aproximadamente 0.15 gill

c. el efecto del broluro de etidio es el de
reducción de la 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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PROCEDIMIEN"TO

Se describe el protocolo adaptado para plásmidos 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 mI de medio LB + ampicilina
(100 J_lg/ml) con una colonia aislada o a partir de un stock
glicerinado (nota a).

.

2. Hacer crecer toda la noche con intensa agitación a 3ioC.
3. Inocular con 1 mI del cultivo un matraz de ·2 1 que contiene

500 mI de medio LB + ampicilina (100 �g/ml).
4. Hacer crecer con intensa agitación (200-250 rpm) a 37·C hasta

\IDa D.O.600 de 0.8 (nota b},
5. Añadir 2.5 ml de una disolución de clorarnfenicol (34 mg/ml en

etanol). La concentración final del cultivo será de 1iO

�g/ml.
6. Incubar de 12 a 18 h a 3i"C con intensa agitación.

b. Sedimentación y lisis de las bacterias

7. Dejar 10 a 20 min en hielo (4·C).
8. Sedimentar las bacterias por centri f'ugacd.ón a 3000 g.a. v •

(8000 rprn rotor Beckman JAlO) en botellas de polipropileno
de 500 ml (Beckman 339997, 10 min a 4·C. Eliminar el
sobrenadante (nota c,d).

9. Resuspender el sedimento bacteriano en i ml de disolución 1

fría (4
,.

C) con ayuda de una varilla de cristal engrosada en

la punta.
10. Añadir 35 mgr de lisozima en polvo a cada botella, agitar

hasta que se disuelva (vortex).
11. Dejar a temperatura ambiente 5 mino

c. Purificación del D�4 plasmídico

12. Añadir 14 ml de disolución 11 (a temperatura ambiente).
Agitar por inversión repetidas veces. La disolución adquiere
una elevada densidad.

13. Dejar en hielo 10 min (nota e).
14. Neutralizar añadiendo 10.5 ml de acetato potásico 5M pH 4.8

frío (4·C). Agi tar por inversión repetidas veces.

15. Dejar en hielo 10 mino
16. Centrifugar a 3000 g.a.v. (8000 rpm rotor Beckman JAlO) 20

min a 4'C.
1i. Cuidando de no arrast�ar sedimento pasar el sobrenadante de

cada botella a dos tubos Corex de 30 mI.

18. Añadir 0.6 vol de isopropmol a cada tubo (12 ml). Agitar
bien y dejar a temperatura ambiente 15 min como mínimo.

19. Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 10

min a 20·C (nota f).
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20. Eliminar por aspi rac.íón el sobrenadante, así como las gotas
de las paredes. Secar al vacío.

21. Resuspender el sedimento de cada tubo en 1.5 ml, de tampón TE

pH 7.5.
22. Añadir 5 uI RNAsa A (10 rng/ml) a cada tubo. Concentración

final de 50 �g/ml. Incubar a 3i'C 20 a 30 mino
23. Juntar las disoluciones de DNA correspondientes a cada

plásmido (3 mI) en tubos Corex de 15 mI. Añadir 3 ml de
cloroformo. Agitar con vortex.

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

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

26. Disolver 3.5 g de cloruro de cesio.
27. Pasar la muestra a un tubo de ultracentrífuga de 4 mI (Quick

Seal™, Beckman 342412) con a)� de una pipeta Pasteur.
28. Añadir 100 �l de una disolución de bromuro de etidio (10

mg/ml). Tenninar de llenar el tubo con acei te mineral, hasta

que no quede aire en el interior.
29. Equilibrar tubos apareados hasta una diferencia de peso

inferior a 30 rng. Sellar.
30 • Ultracentrifugar a 286000 g.a.v. (60000 rpm rotor vertical

Beckman VTi80) durante 12-15 h a 25 'C. La aceleración será
máxima y la parada se hará sin freno.

31. Extraer con ayuda de una pipeta Pasteur la banda de DNA

plasmídico, inferior, cuidando de no arrastrar la superior
(DNA lineal y dsDNA "nicked") (ap. 2.3.1> (nota g).

32. Eliminar el bromuro de etidio por extracciones sucesivas con

isopropanol saturado en tampón TE pH 7.5 NaCl 5 N. Realizar
extracciones hasta que no se aprecie color rosado en la fase
alcohólica (superior) (nota h).

33. Pasar la muestra a un tubo Corex de 15 ml , Añadir 3 vol de

tampón TE pH 7.5 y 10 vol de etanol absoluto frío (-20·C).
Agitar. De no apreciarse formación inmediata de un

precipitado blanco dejar más de 2 h a -20·C.
34. Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 20

min a 4·C.
35. Eliminar el sobrenaclante, lavar con 10 ml de etanol al 70%.
36. Centrifugar a 16000 g.a.v. (14000 rpm rotor Beckman JA20) 20

min a 4·C.
37. Resuspender el DNA en 1 ml de tampón TE pH 7.5. Comprobar la

concentración de la preparación por absorción a 260 nm (1 U
D.O.260 corresponde a una concentración de 50 �g/ml de
dsDNA). Cargar una alicuota en un minigel para verificar la
concentración y la calidad. Conservar congelado a -20·C.

DISOWCION"ES

Disolución 1

glucosa 50 Di'1
Tris-HCl 25 ni"l pH 7.5
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EDTA 10 mN
Se prepara a partir de una disolución Tris-HCl 50 mN pH
7 • 5 ED'fA 20 m.rv], esterilizada en autoclave (solución 1
(x2)) y de una disolución concentrada de glucosa 1 M.
Por cada plásmido procesado :

3.5 mI disolución 1 (x2)
0.318 ml glucosa 1 M
3.2 ml de agua estéril

Disolución TI

NaOH 0.2 N
SDS 1 %

Se prepara justo 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 enfría
precipita el SDS. Por cada plásmido

0.28 mI NaOH 10 N
12.32 ml agua estéril
1.4 ml SDS 10 %

OBSERVACIONES

a. La utilización de un antibiótico u otro depende del plásmido
en cuestión. En el caso de los plásmidos ptjc: se trata de
ampicilina (concentración en el medio 50 a 100 �/ml), en el
caso de pBR322 puede ser ampicilina o tetraciclina
(concentración en el medio 12.5 �g/ml).

b. La densidad óptica 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 recA+.
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 juntos los sedimentos
bacterianos.

d. Una vez sedimentadas las células el sobrenaclante se debe
esterilizar en autoclave 20-30 min a 121·C o 1 atmósfera de

sobrepresión.
e. Es importante para evitar desnaturalización del DNA plasmídico

respetar los tiempos de los pasos 13 a 15.
f. Conviene no realizar la centrifugación de la precipitacián con

isopropanol a una temperatura inferior a 20·C pues las sales

pueden precipitar debido a su elevada concentracián.
g. El bromuro de etidio produce roturas en las hebras de DNA

("nicks") en pres�cia de la luz. Conviene proteger los
tubos de DNA + bromuro de etidio con papel de aluninio.

h. Es importante eliminar el bromuro de etidio inmediatamente

despues de aislar las bandas del gradiente. Se observa que
si se conservan en frío (4 ·C) incluso protegidas de la luz
se dificulta considerablemte la extracción de bromuro de,
etidio siendo imposible eliminarlo completamente.
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2.3.3.2 Purificación del DNA plasmídico en pequeña 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

manipulación de muchas muestras a la vez, con pequeños volúmenes
de trabajo. El DNA obtenido, de relativa pureza, es suficiente en

muchos casos para realizar estudios de mapado físico del DNA

(localización de dianas de restricción), así como hibridaciones.

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

1. Inocular un tubo de cultiva con 4 ml de medio LB + antibiótico

(ampicilina a 100 �g/ml para plásmidos pUC) con una colonia
aislada.

2. Incubar durante la noche ( > 12 h ) a 37
•

C con vigorosa
agitación.

3. Pasar 1. 5 ml del cultiva a un tubo eppendorf. Centrifugar 10
min en centrífuga eppendorf a temperatura ambiente.
Conservar el resto del cultivo a 4 ·C (nota a).

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

5. Resuspender en 90 uI de disolución 1 (fría a 4' C) con ayuda de
una pipeta Gilson P200.

6. Añadir 10 ml de disolución 1 + lisozima. Dejar 5 min a

temperatura ambiente.
7. Añadir 200 �l de disolución II. Agitar por inversión. Dejar 5

min en hielo (nota b).
8. Añadir 150 �l de acetato potásico 5 M pH 4.8 frío (4 ·C).

Agitar el tubo invertido con el vortex. Dejar 5 min en

hielo.
9. Centrifugar 5 min en centrífuga eppendorf a temperatura

ambiente.
10. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo, cuidando de no

arrastrar nada de sedimento (nota e).
11. Añadir un volumen igual de fenol-cloroformo (450 �l). agitar

con vortex 15 s. Centrifugar 5 min a temperatura ambiente.
12. Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo eppendorf.
13. Añadir un volumen de cloroformo-isoamílico (450 �l). Agitar

con vortex 15 s. Centrifugar 5 min a temperatura ambiente.
14. Pasar la fase acuosa, superior, a un nuevo tubo eppendorf.
15. Añadir 2 volúmenes de etanol (900 �l) a temperatura ambiente.

Agitar con vortex. Dejar 5 min a temperatura ambiente.
Centrifugar 5 mino

16. Eliminar el etanol por aspiración. Se puede ver un sedimento
blancuzco. Secar en vacío 5 mino

17. Resuspender en 1 O �l de tampón TE pH 7.5 RNAsa A.
18. Dializar la disolución de DNA frente a 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 �lillipore tipo VN (� poro de 0.05 �),
cuidando de que la cara superior del filtro sea brillante
(hidrófuga). Colocar la gota de la disolución de DNA sobre
el filtro y dejar dializando durante 30 a 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 �l de la
solución. Conservar el DNA congelado a -20'(..

DlSOWCIONES

Las disoluciones 1 y 11 coinciden con las empleadas en el
método de amplificación de DNA plasmídico (ap.2.3.3.1).

Disolución 1

glucosa 50 ntl
Tris-HCl 25 �l pH 7.5
EDTA 10 mM

Por 1 ml de disolución
disolución 1 (2x) y 460 �l
hielo.

40 �l glucosa 1 M, 500 �l
agua estéril. Mantener en

Disolución 1 + lisozima

glucosa 50 �l
Tris-Hel 25 mN pH 7.5
EDTA 10 mM
lisozima 40 mg/ml

Se prepara añadiendo lisozima en polvo a la disolución
1. Preparar inmediatamente antes de utilizar. Mantener

en hielo.

Disolución II

NaOH 0.2 N
SDS 1 %

Para 2 ml de disolución: 200 �l SDS 10 %, 1760 �l agua

estéril y 40 �l NaOH 10 N. No enfriar pues precipita
SDS.

TamPÓn TE pH 7.5 RNAsa A

Tris-HCl 10 m'tvl pH 7.5
EDTA 1 m.�1
RNAsa A 20 �g/ml

Añadir 2 �l RNAsa A (10 rng/ml) por ml tampón TE pH 7.5.

OBSERVACION"ES
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a. El resto del cultivo se suele emplear, cuando el plásmido es

el adecuado, para obtener un glicerinado de stock. Añadir
1.5 ml de cultivo a un criotubo (NUNC 3-68632> con 200 �l de
glicerol, agitar con vortex y congelar a -80·C.

b. Es importante que la incubación con la disolución 11 en hielo

( NaOH > sea exactamente de 5 mi.n , Si se incuba más tiempo
aparece una forma del plásmido de mayor movilidad
electroforética correspondiente al DNA de cadena sencilla.

c. Es importante no arrastrar sedimento de la precipitación con

acetato potásico (paso 10) pues puede provocar inhibición de

algunos enzimas de restricción.
d. Con este método se han obtenido rendimientos de DNA desde 0.3

�gr (para plásmidos M13) hasta 3. O uzr (plásmidos pUC). En

generaI'
-

el rendimiento es tanto mayor cuanto menor es el
tamaño del plásmido.

2.3.3.3 Preparación de la forma replicativa (RF) de H13

PR<X'EDIMI"BiTO

1. Seleccionar las células E. coli JN109 F-+ en medio mínimo T

glucosa. Sembrar las células por agotamiento en estría e

incubar a 3i"C durante 48 h en posición invertida (nota a).
2. Inocular un tubo de cultivo con 4 ml de medio LB con una

estría. Crecer durante la noche ()12 h) con vigorosa
agitación.

3. En un tubo de cultivo con ':1 ml de medio LB añadir 50 u I de
cultivo de E. coli JM10& F-+ y una calva de bact.er-í.óf'ago
empleando una aguja estéril (tubo B).

4. Inocular un tubo de cultivo con 4 mI de medio LB con una

colonia aislada de E. coli JN109 F+ desde una placa de medio
mínimo M9 + glucosa (tubo A).

�. Incubar el tubo A y el tubo B durante toda la noche a 3i'C con

vigorosa agitación.
6. Inocular 500 mI de LB en un matraz de 2 1 con 2 ml de

precultivo de bacteria (tubo A). Crecer a 3í·C con vigorosa
agitación hasta alcanzar una D.O.600 de 0.6 (aproximadamente
4 a 5 h i .

T, Añadir 1 ml de la auspensaon de bacteriófago ( tubo B), y
crecer 5 h a 37'C con vigorosa agitación.

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

OBSERVACION"ES

a. Es importante que las células de la cepa E. coli .n-n09 F+
procedan de una placa de medio mínimo M9 fresca a fin de
evi tar la pérdida del factor F en el cultivo en el medio LB,
medio rico, no selectivo.
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2.3.4 P\.jRIFICACION DE DNA DEL BACfERIOFAGO lAHBDA

El bacteriófago Lambda es un virus de DM de doble cadena
con un genoma de aproximadamente 50 kbp, En las partículas
virales el DNA se encuentra en forma lineal con extremos de
cadena sencilla de 12 bp cohesivos entre sí, los extremos coso

Inmediatamente despues de infectar una bacteria el DNA se

circulariza uniéndose los extremos cos y se transcribe como una

mo.Lecul.a circular. Es en esta etapa de infección temprana en la

que se produce la decisión entre seguir el ciclo lítico o

insertarse en el genoma bacteriano (ciclo lisogénico). Durante el
ciclo lítico el DK� circular se replica numerosas veces en la

célula, sintetizándose un gran número de productos génicos del
bacteriófago que permiten la formación y maduracián de nuevas

partículas virales. La célula lisa y los nuevos bacteriófagos se

liberan al medio. Durante el ciclo lisogénico el bacteriófago se

integra en el genoma bacteriano y se transmite a la progenie como

un gen más (para una r-evas ron de la biologia de Lambda ver

Hendrix et al. (1983) y Ptashne (1986).

Desde la primera demostración de la utilidad del

bact.er-í.óf'ago lambda como vehículo 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

deri��os de lambda se clasifican en dos grandes grupos :

vectores de inserción, aquellos que admdten DNA extraño insertado
en su genoma, y vectores de sustitución, que admiten DNA ��raño
susti tuyendo DNA propio. De los vectores que hemos empleado
lambda-:N"M1150 es un vector de inserción y Lambda Charon-35 lo es

de sustitución.

La preparación de DNA procedente de un bacteriófago no se

diferencia en mucho de los métodos generales de obtención de DNA.

Sin embargo, la obtención del bacteriófago como material

biológico presenta ciertas peculiaridades que dependerán, en

primer lugar, del bacteriófago en cuestión.

Hay fundamentalmente dos técnicas para la pr-eparacaon de

grandes cantidades de DNA de bacteriófago lam"bda. La primera
supone la infección de un cultivo bacteriano a baja
multiplicidad. El cultivo infectado se inocula entonces en un

gran volumen de medio. Inicialmente la concentracián de

bacteriófago es baja y las células no infectadas en el cultivo

continuan dividiéndose durante algtmas horas. Sin embargo,
despues de sucesivos qiclos de infección la totalidad de la

población está 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 infección original pues afecta de modo

importante el rendimiento del proceso. Asimismo hay que destacar ,

que la multiplicidad de infeccián óptima varía con los vectores.
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El segundo método supone inducción de un cultivo de un lisógeno.
Este método da elevados rendimientos cuando el represor cl es

termosensible (ej c1857), pero sólo puede emplearse con

bacteriófagos que formen lisógenos es�bles.

En nuestro caso se empleó la primera técnica. Se describen
técnicas de purificación de DNA de lam1::rla segun Davis et al.

(1980) y �aniatis et al. (1982), modificadas.

2.3.4.1 Purificación a pequeña escala de DNA de lambda

minipreparaciones

Esta técnica se emplea para obtener cantidades de DNA

pequeñas pero suficientes para realizar mapas físicos de los
insertos. Permite analizar un número elevado de muestras,
usualmente despues de un proceso de búsqueda ("screening") de
clones específicos en una biblioteca de DNA.

Se precisa disponer de una suspensión de bacteriófago de un

título mínimo de 106 a 10i u.f.p./ml. El título de un lisado se

define por el número de unidades formadoras de placa (u.f.p.) por
mI. Para titular un lisado se prepara un banco de diluciones
crecientes (1/102, 1/104, l/lOS, etc) de forma que alguna de
ellas presente un número de calvas de lisis suficientemente
reducido para que se puedan. contar. El título será el número de
calvas leidas multiplicado por el inverso de la dilución
empleada.

Se describe a continuación
una placa de cultivo con calvas

que se desea preparar DNA.

el proceso
aisladas de

seguido a partir de
un bacteriófago del

PROCEDIMIENTO

a. Preparación de un lisado con título suficiente

1. Inooul.ae un tubo de.cultivo con 3 ml de medio LB MgSO. 10 mM
con una estría de una placa fresca de la cepa receptora del
bacteriófago. Utilizar E. coli 555 recA- como receptora de
lambda-cI857 y de lambda-Charon 35, y E. coli Y1090 como

receptora de lambda-NM1150. Incubar a 37·e toda la noche con

agitación 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. Añadir 500 �l de tampón lambda dil y, seguidamente 20 �l de
cloroformo. Dejar a temperatura ambiente un mínimo de 2 h o

una noche a 4 ·C. Una agitación no violenta ayuda a la
difusión de las particulas de bacteriófago.

4. Preparar dos placas con 10 y 100 uI del eluido de
bacteriófago. Para ello se ponen en tubos de cultivo con 100

100 materiales y métodos



�l de cultivo fresco de bacterias 10 y 100 �l de eluido
respecti��te. Se incuban a 3í'C durante 25 mino Añadir 3
m! de disolución de agar blando fundido y atemperado a 42·C.
Agi tar 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 posición invertida (nota b).
6. Alguna de las dos placas, o las dos, presentarán una gran

densidad de calvas de lisis. Añadir a la más poblada 5 mI de
tampón lambda dil, y dejar 2 - 3 h a temperatura ambiente en

una bandeja con agitación suave.

7. Pasar el tampón de encima de la placa a un tubo de cultivo con

una pipeta Pasteur estéril. Añadir 100 �l de cloroformo.
Agitar.

8. Cnnservar el eluido a 4·C.
suficiente para poder obtener
lambda.

En general, el título es ya
minipreparaciones de DNA de

9. Preparar un banco de
eluido con tampón
dilución tal como se

10. Calcular el título

placas, por lo menos.

diluciones (10-2,10-4,10-6,10-6) del
lambda dilo Plaquear 10 uI de cada
describe en 4.
como la media del observado para dos

b. Cultivo líquido

11. Preparar un cultivo de la cepa receptora como en 1.
12. Medir la densidad óptica de una dilución 1/10 en medio LB del

cultivo a 600 nm.

13. Calcular la concentración de células (células/m!) en el
cultivo (1 U D.O.600 corresponde a 8.106 células/m!) (Davis,
1980) •

14. Mezclar en un tubo de cultivo 6. 1 Q6 células con :

1.125.10; u.f.p. si Be trata de lambda-charon 35
1.125.106 u.f.p. si se trata de lambda cI857 o lambda NM1150

15. Incubar a 37°C durante 25 mino
16. Inocular un matraz de 50 m! con 15 m! de medio LB MgS04 10

mN.
17. Incubar a 37'C durante 5 - 9 h con vigorosa agitación. A

partir de las 5 h algunos cultivos lisan, presentando un

aspecto turbio y con abundantes restos bacterianos en forma
de hebras (nota c l .

18. Cuando la lisis del cultivo sea aparente añadir 300 �l 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.�.v. (8000 rpm en rotor Beckman JA20) 10

min a 4·C.
21. Pasar el sobrenadarrte a un tubo Corex de 30 ml, cuidando de

que no pase nada de cloroformo, que suele quedar bajo el

sedimento.
10 ml) ,1" T' �,..,22. Añadir 15 �l DNAsa 1 (1 mg/ml) y 1.5 �l RNAsa A ( mg/ " ��,,\.-'T o�� '\

Incubar 30 min a 37·C. ��f4.'t"c, .; • .,

i ....
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23. Añadir 15 ml de disolución PEG T NaCl fría (4'C). Incubar al
menos 1 h a 4"C.

24. Centrifugar a 10000 g.a.v. (12000 rpm en rotor Beckman JA20)
20 min a 4'C.

25. Eliminar el sobrenadante por aspiración, cuidando de
arrastrar al máximo posible las gotas de las paredes del
tubo (nota d í

,

26. Resuspender el sedimento en 500 �l de tampón lambda dilo
27. Pasar a tubo eppendorf.
28. Centrifugar 2 min a temperatura ambiente. Pasar sobrenadante

a nuevo eppendorf.
29. Añadir 2.5 ml SDS 10 % y 5 �l EDTA 0.5 M pH 8.5. IncuPar 15

min a 68'C.
30. Añadí r « 50.0 m.l de fenol saturado. Vortex intenso. Centrifugar

5 min a temperatura ambiente. Pasar la fase superior a nuevo

eppendorf.
31. Añadir 500 �l de fenol - cloroformo - isoamílico. Agitar con

vortex. Centrifugar 2 mino Pasar la fase superior a nuevo

eppendorf.
32. Añadir 500 �l de cloroformo - isoamílico. Agitar con vortex.

Centrifugar 2 mino Pasar la fase superior a nuevo eppendorf.
33. Añadir 12 uI NaCl 5N y 1 ml de etanol absoluto frío (-20

,.

e) •

Agi taro Inmediatamente aparece un precipitado blanquecino.
Centrifugar 15 min a 4"C.

34. Eliminar el sobrenadante por aspiración. Lavar con 1 ml de
etanol al iO %. Centrifugar 15 min a temperatura ambiente.

35. Eliminar el sobrenadante por aspiración. Secar al vacío.
36. Resuspender el sedimento en 20 ml de tampón TE pH 7.5.
37. Microdializar la muestra de DNA como se describe en

ap.2.3.3.2 (20 y 21).
3i. Analizar 2 �l en minigel agarosa al 0.7 % para determinar

concentración y calidad.

DISOLUCIONES

Medi o LB MgSOc 10 mN

Se añaden 10 �l de una disolución MgS04 1 M estéril por
mI de medio LB estéril.

Disolución de agar blando

0.65 % agar- en medio LB

Tampón lambda dil

tris-HelIO mN pH 7.5

MgS04 10 mM
Se prepara a partir de soluciones stock y se esteriliza
en autoclave. Conviene manipularlo en cantidades
pequeñas para asegurar su esterilidad a

microorganismos.
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Disolución PEG + NaCl en lambda dil

PEG 6000 20 %
NaCl 2.5 M
Tris-HelIO Di1 pH 7.5
MgSO. 10 mfvl

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 microbiológica. Cuando el lisado obtenido en 20
se emplee como inóculo se mantendrán 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
bacteriófagos empleados se estimó el número de u.f.p., era

de 2. 105 para Lambda-Charon 35, y 10 veces más para Lambda
cI857 y Lambda NM 1150. Por ello el título de los eluidos de
las placas variaba mucho en función del bacteriófago (2.107
u.f.p/rnl eluido para lambda Charon 35, 3.5.1010 u.f.p./ml
eluido para Lambda NM1150 y lambda cI857). Para obtener

placas con lisis confluyente fue necesario plaquear de 100 a

200 �l de eluido de una calva de lambda Charon '35, y 10 �l
de eluido para lambda cI857 o lambda NMl150.

c. El lisado del cultivo en medio líquido (paso 17) no siempre es

aparente. Por ello conviene incorporar un control qe
consiste en un cultivo líquido de 15 ml de LB MgSO. 10 mN

inoculados con 6.106 células. Comparando el control con los
cultivos de bacteriófagos determinaremos, por descenso de la

turbidez, el momento de la lisis.
d. El PEG tiene efecto inhibidor sobre algunas endonucleasas de

restricción. Es importante eliminar al máximo los restos de
la disolución de PEG + NaCl antes de resuspender el
sedimento.

2.3.4.2 Purificación a gran escala de DNA de lambda

Se trata de un método fundamentalmente como el anterior pero
en el que los volúmenes del cultivo son mayores, hasta 1 1, y en

el que el bacteriófago se concentra mediante ultracentrifugación
a través de cojines de cloruro de cesio de diferente densidad,
según Maniatis (1982). LB purificación del DNA a partir de las

partículas de virus se realiza según mediante formamida según
Davis et al. (1980).
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�INIEN"'TO

a. Cultivo líquido

1. Inocular un matraz de 50 ml con 15 ml de medio LB con una

estría de una placa de la cepa receptora adecuada. Incubar
toda la noche a 3i·e con agitación vigorosa.

2. Medir la D.O.6QO del cultivo (dilución 1/10 en medio LB) y
determinar el número de células (1 D.O.60o corresponde a

8.10& células/ml).
3. En un tubo de cultivo mezclar 1.1010 células con 5.10& u.f.p.

en el caso de bacteriófago lambda-Charon 35, y de 5.107

u.f.p. en el caso de los bacteriófagos lambda-cI85i o

lambda-NM1150 (notas a, b l ,

4. Incubar 25 min a 37·C.
5. Inocular en un matraz de 2 1 con 500 ml de medio LB MgS04 10

mN atemperado a 3i ·C.
6. Incubar a 3i·C con vigorosa agitación.
7. Seguir la D.O.600 del cultivo a partir de las 3 h de la

inoculación con intervalos de 1 h al principio y de 30 min
cuando sea elevada. la D.O.600 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.6QO añadir 10 ml,
de cloroformo al cultivo. Incubar a 3i·C 10 min con vigorosa
agitación.

10. Dejar en hielo 15 a 20 mino

b. Sedimentación del bacteriófago

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

12. Pasar el sobrenadante a un matraz de 1 1.
13. Añadir 50 �l de RNAsa A (10 mg/ml) y 500 �l de DNAsa A (1

rng/ml). Incubar de 30 min a 1h a 37·C (nota c).
14. AñadiRr! 27.2 g de NaCl. Disolver con una barra magnética

estéril agitando de forma suave. Dejar como mínimo 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 JAlO) 10 min a 4·C.

16. Pasar el sobrenadante a un matraz de 1 l.
17 • Añadir 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 mI

(Beckman 339997). Centrifugar a 4000 g.a.v. (10000 rpm rotor
Beckman JAlO) 30 min a 4·C.

19. Eliminar el sobrenadante (autoclavarlo antes de desecharlo) y
aspirar al máximo los restos de líquido 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 tampón lambda dil J cuidando
de lavar bien' las paredes de la botella.

21. Pasar la suspensión de ba.cteriófago a tubos Corex de 15 ml.
22. Añadir 4 ml de clorofonno. Agitar rápidamente. Centrifugar a

12000 g.a.v. (10000 rpm rotor Beckman JAZO) 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 ul tracentri fugar en coj ines de cloruro

de cesio.

c. VI tracentrifugación 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 disolución 1.6
media: 3.5 mI de disolución 1.4

26. Poner sobre los cojines 4 ml de suspens10n de bacteriófago.
27. Equilibrar tubos apareados con tampón 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 bact.er-ióf'ago s 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
mI. Pasar a un tubo eppendorf.

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

inferior: suspensión de ba.cteriófago +

1. 5 ml de disolución saturada
medio : 4 ml de disolución 1.6

superior: 2.5 ml de disolución 1.3
30. Ultracentrifugar como en 27.
31. La banda de ba.cteriófago 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 rol.

d. Purificación del DNA

Según método de la fonnamida tomado de Davis (1980)

32. Pasar la suspensión de ba.cteriófago en cloruro de cesio a un

tubo Corex de 15 ml .. Medir el volumen.
33. Añadir:

0.1 volumen de Tris base 2 M

0.05 volumen de EDrA 0.5 M pH 8.5
1 volumen de formamida desionizada

34. Incubar 30 min a temperatura ambiente.
35. Añadir:
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1 volumen de agua estéril
6 volúmenes de etanol absoluto frío (-20'C)

36. Dejar 30 min a -70'(. o más de 2 h a -20'C.
37. Centrifugar a 12000 g.a.v. (10000 fPID rotor Beckman JA20) 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 tampón TE pH 7.5. La resuspensión

es lenta.
42. Determinar la concentración de DNA por absorción a 260 nm, y

la calidad analizando una alicuota en un minigel de agarosa
al 0.7 % (nota i).

43. Conservar la disolución congelada a -20"C.

D1SOLUCI�"ES

Disoluciones de cloruro de cesio en lambda dil

Disolución Csel \M, 'iris-Hel PE
" � laM; MgSú, ¡aM) grCsClí1(l lIi tallpón lallc¿a ¿i�, ."

disolución 1.3 � ,.

lü 10 4.3,:..J

dis01ució[ 1.4 3" 1ú 10 6.3
disolución i.6 4.8 lú 10 lu.�

disoiucion saturo 8.0 iO lú 2,5

Esterilizar en autoclave las disoluciones.

OBSERVAC1Q}'.¡"ES

a. Es importante disponer de lisados de bacteriófago con un

título elevado con el fín de que, al mezclar el bacteriófago
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 añadir las bacterias. Los
títulos de los lisados empleados fueron de 5.1� a 5.109

u.f.p./mI para lambda Charon 35, y de 5.1010 u.f.p./ml para
lambda NMl150 y c1857.

b. Para obtener lisados de título suficiente en el caso de lambda
Charon 35, fue necesario obtener un primer lisado a partir
de la elución de una placa con lisis confluyente. A partir
de este primer lisado, ti tulado, se podía realizar un

crecimiento en medio líquido a pequeña escala (15 a 50 ml )
obteniéndose un segundo lisado que, titulado, era empleado
como inóculo del cultivo a gran escala así como de lisado
stock del aislamiento.

c. Es importante hacer una prolongada digestión del lisado con

DNAsa y RNAsa para evitar que los ácidos nucleicos que
liberan las bacterias al lisar atrapen las partículas
víricas, lo que comporta una reducción en el rendimiento.
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d. En el caso de bacteriófagos que como lambda cI857 y lambda
NM1150 crecen bien y dan elevados rendimientos es posible
unir en un mismo paso la precipitación por NaCl y por PEG
(pasos 14, 15, 16 y 17) en una misma precipitación
disolviendo juntos los dos productos.

e. La agitación de las soluciones que contienen bacteriófago ha
de ser lenta y no violenta.

f. Los COJ1nes de cloruro de cesio se montan con relativa
facilidad empleando jeringas de 1 ml conc�tadas a cánulas de
1.0 mm de �. De este modo se puede añadir la disolución de
una capa sobre la inferior gota a gota sobre la interfase

produciendo una distorsión mínima. La suspensión de
bacteriófago en el primer cojín se añadía directamente con

una pipeta automática Gilson P200. En el montaje del segundo
cojín un truco que facilita notablemente la operación es

añadir la disolución saturada sobre la Suspens10n del

bacteriófago directamente sobre el tubo de centrífuga de
modo que se forme espuma, Al dejar caer las gotas de las

capas superiores gota a gota sobre las burbujas la
distorsión se minimiza.

g. Despues de la primera ultracentrifugación el bacteriófago se

localiza en la interfase inferior, entre las capas de
densidades 1. 4 �- 1.6. Las proteínas quedan retenidas en la

primera interfase formando una gruesa capa y los ácidos
nucleicos pasan hasta la capa inferior donde el R.l..JA
sedimenta. Despues de la segunda centrifugación el

bacteriófago se localiza en la interfase superior entre las

capas de densidades 1.3 y 1.6, quedando los ácidos nucleicos
retenidos en la capa inferior.

h. El bact.eri óf'ago 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 ftD1damentalmente del bacteriófago, y

en nuestras manos fueron de 300 �/100 ml cultivo para
lambda NMl150 y cI857, y de 50 a 120 �g/100 ml cultivo para
lambda Charon 35.
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2.4 DlGESTION DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Muchos microorganismos sintetizan un conjunto de enzimas
denominados endonucleasas de restricción cuya función es proteger
el organismo degradando el DNA extraño. Cada enzima reconoce una

secuencia en el DNA de doble cadena de 4 Ó 6 nucleótidos. La
secuencia correspondiente en el genoma del organismo se encuentra
modificada por metilación en adenina o citosina, a diferencia de
las presentes en el DNA ex�raño invasor. El descubrimiento de

este tipo de enzimas ha dotado de una potente herramienta de

manipulación de las moléculas de DNA. En la actualidad se han
aislado más de 350 enzimas (Kessler et al, 1985; Kessler y
seitke, 1986).

Se diferencias tres tipos de endonucleasas de restricción.
Los denominados tipos 1 y 111 presentan juntos en la misma
molécula proteica las actividades modificadora (metiltransferasa)
y restrictiva (endonucleasa). Estos dos tipos requieren para su

actividad ATP corno cofactor y reconocen secuencias no metiladas
en el DNA. Los enzimas de tipo 1 cortan el DNA al azar:.' los de

tipo 111 lo cortan en dianas específicas.

Los enzimas de tipo II son los más empleados en manipulación
de DNA. Se trata de enzimas que reconocen dianas específicas en

el DNA de doble cadena y presentan únicamente actividad
restrictiva (endonucleasa) estando la actividad modificadora
(metiltransferasa) correspondiente asociada a otra proteína. 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 3i"C en una solución tamponada
de pH cercano a 7.5 y que contiene iones Mg2+, fecuentemente Na+,
y el enzima de restricción. Estos enzimas no precisan ATP pero
son dependientes de Mg2+ y reconocen secuencias palindrómicas de
4 a 6 pares de bases cortando las dos cadenas del DNA en la
secuencia o cerca de ella.

Las 'condiciones óptimas de digestión para los distintos
enzimas no son muy estrictas. Deben considerarse fundamentalmente
dos variables temperatura y CompoS1C1on del tampón de
digestión. Los requerimientos en cuanto a temperatura son más
estrictos que en cuanto a la composición salina. Se ha llegado a

diseñar un tampón de digestión adecuado para la mayor parte de
los enzimas (tampón KGB) (McClelland et al, 1988). Por ello, en

la práctica, se emplean básicamente tres tipos de tampón de
digestión diferente, denominados de baja, media y alta fuerza
iónica. Hay enzimas, como SmaI y XhaI, que requieren un tampón
especial (tampón (1), ver disoluciones ap. 2.4.2). En estos
tampones los enzimas no presentan una actividad máxima, por lo
cual en casos especiales, en que interesó aumentar el rendimiento
en las digestiones, se emplearon tampones especialmente
preparados para el enzima en cuestión, descritos corno óptimos por
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la casa comercial suministradora.

Las digestiones se hicieron habitualmente a una

concentración de DNA de 0.1 ug/�l empleando de 2 a 4 veces la
cantidad. de enzima requerida. Se entiende por 1 uní.dad de enzima
de restricción la cantidad de enzima requerida para digerir 1 �g
de DNA de lambda c1857 en 1 h a la temperatura de digestión
óptima. Las digestiones se incubaron de 1.5 a 3 h.

Las condiciones de digestión usadas habitualmente se

describen en la tabla 2.4.b.

2.4. 1 DIGESTION DE DNA OON UN SOLO ENZIMA DE RESTRICCION

PRl:XE)IMIENTO

l. Diluir el DNA en tampón TE pH 7.5 a una concentración entre
0.1 y 0.3 �g/�l.

2. Añadir 1/10 de volumen del tampón de digestión apropiado (llx)
(ver tabla 2.4.b) (nota d).

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

4. ��zclar bien y centrifugar brevemente.
5. Incubar de 1.5 a 3 h a la temperatura apropiada.
6. La reacción se puede detener añadiendo EDTA O. 5 �l pH 8.5 hasta

una concentración final de 10 JJivl o bien calentando a 70 'e
durante 5 a 10 min, si el enzima es sensible a inactivación
por calor (ver tabla 2.4.b).

7. Tomar una alícuota de la restricción, añadir tampón de
muestras de electroforesis y aplicar en tm minigel de
agarosa para visualizarlo.

2.4 .2 DIGESTION DE DNA OON MAS DE UN ENZIMA DE RESTRICCION

Si se ha de cortar el DNA con más de un enzima de

restricción, las dos digestiones pueden hacerse simultáneamente
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 más bajo, se corrige la
concentración salina y se realiza el segundo corte. En el caso de

que las dos dianas de corte estén próximas, pueden producirse
impedimentos para que se realice bien el segundo corte, por lo

que entre uno y otro hay que incluir tm proceso de fenolización
de la muestra para extraer las proteínas y una precipitación con

etanol, resuspendiendo el' DNA en un medio adecuado a la actuación

del segundo enzima. Esto es especialmente importante en la

preparación de los vectores de clonaje donde las dianas de

restricción en el "polylinker" están muy próximas.
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PROCEDINID¡TO

1. Cortar el DNA con el enzima que utiliza el tampón de fuerza

lonlca menor (ap.2.4.1l.
2. Inactivar el enzima con EDrA

3. Añadir 1/10 de volumen del
( l1x l.

-l , Añadir el segundo enzima con un exceso de 2 a 5 veces el

I

o por temperatura.
tampón de corrección apropiado

necesario.
5. Mezclar bien y centrifugar brevemente.

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

í. Parar la restricción con EDTA o por efecto de la temperatura.
8. Analizar nna alicuota por electroforesis en geles de agarosa o

acrilamida •

DISOLUCION"ES

Tampones de digestión

tampón NaCl (mN) Tris-HCl pH í.5 ( lI1'1-.j ) t1.@Q4 ___i!!!tll D'IT(mN)

BAJA O 10 10 1

MEDIA 50 10 10 1
ALTA 100 50 10 1

(1) 20 (KCl) 10 pH 8.0 10 1

TamJX?nes de digestión ( 11x l

Para DNA en TE pH ;.5

tampón NaCl (N) Tris-HCl pH í.5 (rol) MgS04__llil D'IT (l'O

BAJA O O 0.13 0.011
tv.IEDIA 0.55 O 0.13 0.011
ALTA 1.10 0.44 0.13 0.011

Tampones de corrección (llx)

tampón NaCl (M) Tris-HCl pH 7.5 (M)

BAJA a MEDIA
MEDIA a ALTA

BAJA a ALTA

0.55
0.60
1.10

0.01
0.45
0.45

�4___itll

0.01
0.01
0.01

OBSERVACIONES

a. Los enzimas de restricción son estables a -20'C en 50%
glicerina. A temperatura ambiente pierden actividad
rápidamente.

b, Ciertos enzimas, en determinadas condiciones, presentan \.IDa

actividad sectUldaria (actividad "star"), que permite
reconocer nna secuencia de restricción alterada. En general
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reconocen sólo los nucleótidos centrales de la secuencia de
reconocimiento. Algunas de las causas que provocan esta
actividad se resumen en la tabla 2.4.a, siendo las más
frecuentes una concentración de glicerol en el medio de
reacción superior al 10%, o una relación de unidades de

enzima/�gr DNA superior a 25.
c. La mayoría' de las cepas de E. coli tienen dos

metil transferasas de DNA, dam y dcm-metil transferasas. La
dam-metiltransferasa reconoce la secuencia 5'-GATC-3'
metilando la poS1Clon N6 de la adenina. La dcm
metiltransferasa reconoce la secuencia 5'-CC(A/T)GG-3',
metilando la posición e5 de la citosina. Estas secuencias
forman parte de las dianas de reconocimiento de algunos
enzimas de restricción, siendo inhibidos por la metilación
(ver tabla 2.4.c).

d. En los casos en que fue necesario cortar bastante'DNA con un

enzima de restricción para optimizar la reacción se

emplearon tampones de digestión óptimos como los
recomendados por las propias casas suministradoras. En
nuestro caso se emplearon los tampones suministrados por
Amersham que se detallan a continuación (concentraciones en

m�, composición Ix, se suministran IOx) :

tampón hiE-HCi pH NaCl KgCiz ti-Iere B5A Otros Entimas

Ei 10
• 1: lí5 Ú ú,Z EDTA s.n1 ..

E4 lú i ,5 15u ; 7 O EcoRI

E5 L.V � lú(' 1ü Ú Ú hUi 'L

ES lú 8,u lO(¡ u BuHI

EE i(i i ,5 6(1 Ú BindIII
Hae IiI

Ei� 6 7,5 6 6 6 Ú,ÚZ� ¡pnI
EH lú i.S O 7 O Saci

Eli 1ú 8,0 ú Ú 15 ú iel PvuI

BiS 10 8,0 O 7 O 20 iel Sul
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En�lIa A F H

Avai
BalHi
&s�i
&sui
Ecc?i
HaeIIi
BnaI
HindiII

Hpai
FstI
Pvul i
Saií
Sst l

sun
Abar

+

t t

t

+ t

t +

+

t

+ t

+

t

t

t

t

t

+

t

+

causas de actIvidad 'star"
A. etilén glicQl (45 �1
B. glicerol 112-20 �¡
C. etano! i 12 �i
D. concentración de enúu 1 i �5 Ü I �gr iJiiAi
E. sustitución de Hg'; por Hn;'
F. pH 8.5
G. diletilsulfóxido (8 �1
H. ausencia de NaCl

Tabla 2.4 Condiciones de r'eaccaon que inducen activ idad ,.star"
en algunos enzimas (de Fuchs y Blakesley, 1983).
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en�iaa salinidad tellperatura ( 'Cl inac. calor diana

AccI ledia 37 si GTlA/CG/rAC
AluI lIedia 37 si AOlCT
Aval ledia 37 si G'P,COPuG
Avall ledia 37 si OlGOA/TCC
AvrII baja 37 si CCUGG
SallDI lIedia 37 DO O'GATCC
BbvI baja 37 si GCT/AGC
BclI ledia 60 no "GATCA
BglI ledia 37 si OCCNNNNlXOGC
BglII 1Iedia 37 si AlGATCT
BstEIi 1Iedia bU DO C'GTNACC
B8tHI baja 60 DO CCrA/TOO
DdeI ledia 37 si e'TNAC
HcoRI alta 37 DO OrAATTC
RcoRII alta 37 si 'CCA/TCG
Fnu4BI baja 37 si OClNOC
FnuDIl baja 31 si COlCC
BaeI baja si A/TOGlCCT/A
DaeII baja 37 si PuOCOClP7
RaeIII baja 31 si OOlCC
HgaI ledia 37 si CACOCNI'l.*
HgiAI alta 37 si GT/AOCT/AlC
BhaI Dedia 37 si GClOC
BincII lIedia 31 si CTPy'PuAC
HindII ledia 37 si GTP,'PuAC
BindIII Dedia 31 no HAOCTT
Hinfi Iledia 37 si CrANTC
HpaI baja 37 si GTTlAAC

HpaII baja 37 si CreGG

HphI baja 37 si GGTGAN.".
KpnI baja 31 si GO'l'AC'C
HboI alta 37 si lGATC
KboII baja 31 si GAAGAN."l
�spI baja 37 si ClCOG
PstI ledia 37 si CrOCAlG
PvuI alta 37 si CGATCO
PvuII udia 37 si CAOlCTO
SacI baja 31 si OAOlCTC
SacIl baja 37 si CCGClGG
SaH alta 31 no O*TCGAC
SauJAI ledia 31 si lGATC
SuI (1) 37 si CCCtOOG
TaqI baja 65 no TlCGA
IbaI alta 37 si rtCTAOA
IboI alta 31 si ClTCGAO
InI b�ja 37 si CtCCOOO

Tabla 2.5 : Condiciones de digestión para los diferentes enzimas
de restricción (tomada de Maniatis et al(1982)y modificada).
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Rndonucleasas sensibles a metilación en A

l. sin superposición con la diana de dal-Ietiltransferas&

BcoRr

HpaI
HindII
HboIl

GAA'TTC
GTTAAI CI
AIAoGCITT
GAAGAI(Nit"

Accl GT(A/C)(G/T)AIC
HindrI , GTPyPuA'C
ihol CTC'GA'G

2. con superposición con la diana de dal-Ietiltransferasa

BstEIII GArTC CpaI GA'TC

DpnII GAtfC FnuAII GAITC

FnuCI GA'TC HboI GA'rC

HnoIlI GA'TC Hosl GA'TC
NdeIl GA'TC AtuCr TGA'TCA
BclI TGA'TCA BatGr TGAITCA

CpeI TGA'TCA ibal TCTAGA'

TaqI TCGA' TthBBI TCGA'
CIar ATCGA'T

Endonucleasas sensibles a metilación en C

l. sin superposición con la diana de dCI-metiltransferasa

BallRr GGATC' CI AluI AGC'T

Raen! GGCIC' BalI TGGCIC!
Hhar GC' GCI HaeII PuGC'GCPy
HapIí CCIGG HpaII CICIGG

HspI C'CIGG Sul CCCIGGG
BalI GTC'GAC ihor CTCIGAIG
Aval CPyCGPuG Ahar CC'(G/C)GG
Bbvr GCAGC( Ni t Tu

Z. con superposición con la diana dcm-Ietiltransferasa

AvaIl GG(A/T)CCI Sau961 GGNCC'
AtuBI CC'!ALTlGG !tuI! CC'!ALTjGG

t �

BstGII CC'!AlTlGG RcaII CC'!AlTlGG
EclII CCI!ALTlGG EcoRlI CCI¡AlTlGG
HphI CC'!ALTlGG

A' : Ni-metiladenina C' : 5-metilcitosina
A', C' : no se produce inhibición si está metilado

Tabla 2.6 : Listado de enzimas sensibles a metilación en A o e
con sus dianas (tomado de McClelland, 1981; Roberts, 1982).
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2.4.3 (X)NSTRUCCION DE f-l.c\PAS DE RESTRICCION

La construcción de mapas de restricción es un proceso
complejo que supone realizar digestiones de fragmentos de DNA con

uno, dos o más enzimas de restricción, determinando los tamaños
de los distintos fragmentos con la mayor precisión posible por
electroforesis en geles de agarosa y acrilamida de distintos
porcentajes. La construcción de mapas de insertos grandes como es

el caso de los bacteriófagos recombinantes de una libreria
genom1ca es complejo. En nuestro caso se realizaron para cuatro
enzimas (BamHI, KpnI, EcoRI y HindIII), y se localizaron los
fragmentos de interés que, despues de clonados en plásmidos, se

maparon con mayor detalle.

En primer lugar se emplean enzimas de restricción 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 los ap. 2.4.1 y 2.4.2. Las electroforesis se

describen en el ap , 2.5.

2.4.4 DlGESTION DE DNA GENOMlOO CON ENZ�4S DE RESTRICCION

La elevada complejidad del DNA genómioo , así como el
desconocimiento tanto del número de dianas para un determinado
enzima, como de las modi ficaciones que pueda presentar y de su

posible estructura, hacen que al digerir en cantidades
importantes de dicho DNA (lO a 100 �gr) se intenten optimizar las
condiciones de digestión adoptando las siguientes medidas :

1. emplear una concentración de DNA no superior a 0.1 �gr/�l.
2. añadir al medio de r-eaocaon BSA libre de nucleasas a una

concentración de 100 �gr/ml, con la finalidad de proteger el
enzima de restricción.

3. añadir el enzima de restricción en 3 fases, cada 2 h de

digestión, en una relación de 5 U / �gr DNA cada vez. La
al ternativa de incubar el DNA un largo período de tiempo con

gran exceso de enzima no es adecuada, pues se sabe que
muchos enzimas de restricción carecen de actividad despues
de 2 a 3 h a la temperatura de digestión.

4. añadir a la digestión una pequeña cantidad de DNA control. En
el caso de digestiones con enzimas que reconocen 6 bp se

añade DNA de lambda-cI857, de patrón de restricción

conocido, a una concentración de 1 ng/� DNA genómico.
Cuando se emplean enzimas que reconocen dianas de 4 bp se

emplea DNA de los plásmidos pBR322 ó pUC18/19 a la misma
concentración. La transferencia de una alicuota del DNA

digerido a fi�tros de nitrocelulosa, hibridando

posteriormente con DNA control marcado radiactivamente debe

revelar, de ser completa la digestión, el patrón de bandas

esperado para una digestión exhaustiva del DNA control. Es

importante añadir este control interno de digestión hasta

determinar las condiciones óptimas en cada caso.
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2.5 ELEC'TOOFOOESIS DE DNA

Las técnicas electroforéticas �on muy utilizadas en la

separación e identificación de fragmentos de DNA y RNA, así como

para su aislamiento a partir de una mezcla heterogénea
(electroforesis preparativas).

La electroforesis de DNA puede realizarse con soporte de

agarosa (Helling et al., 19i4), acrilamida (Maniatis et al.,
1975) o en geles combinados agarosa-acrilamida. La aplicación más
común es la separación de fragmentos de DNA de doble cadena a

valores de pH neutros. En esas condiciones, el DNA presenta una

carga neta.megat iva y migra a partir de un pocillo situado en el
cátodo hacia el ánodo del sistema. La movilidad electroforética
de los fragmentos de DNA es dependiente del tamaño y viene
afectada muy escasamente por la compoSlClon 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 través
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.a.

B. Conformación del DNA. El DNA circular cerrado (forma 1), DNA
circular relajado (forma 11) y el DNA lineal (forma 111) del
mismo peso molecular se desplazan en un gel a diferente
velocidad. Las movilidades relativas dependen esencialmente
de la porosidad del gel aunque también están influidas por
la corriente aplicada, la fuerza romea del tampón de
recorrido así como por la densidad de giros
superhelicoidales de la molécula circular cerrada (forma 1).
En los geles más comunmente empleados, geles de agarosa de 1
%, el orden a partir de la banda de migración más rápida
ser-Ia , DNA circular cerrado, DNA lineal y DNA circular
relajado.

C. Porosidad del gel. Existe una relación directa entre el log de
la movilidad electroforética de un fragmento de DNA y la
porosidad del gel. Los geles de agar'osa 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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Gel � intervalo de separación

ararnsa (:.� 6(! - 5,0 kbp
agar osa (I,¡ í.ú - 1. ü rbp
asarcsa

• r 6 - Ú, 4 kbp¡,�

azarosa 1.5 4 - ú, Z rbp
agaroEa " (: ..

- (¡,í kbp"

acr i iaaica 3,5 1 - Li kop
acr i iaaida U, 5úú - 6ú pb
acr i Iaaida 10 30ü - 25 po
aer i laaida 2ú 5ú - 1 po

D. Corriente aplicada. La velocidad de migración de fragmentos de
DK� lineal es proporcional al voltaje aplicado cuando este
es bajo. Para obtener la máxima resolución de los fragmentos
de DNA los geles no se deben correr a más de 5 V/cm.

La cantidad más pequeña de DNA no radiactivo detectable en

un gel en cualquier clase de tamaño es de 1 ng, con una

resolución menor al 0.5 % de la longitud del fragmento.

2.5 • 1 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Se emplearon geles horizontales de tres diferentes tamaños

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 elección de uno u otro dependió del experimento concreto
a realizar. Así para análisis de calidad y cantidad de DNA y

comprobación de digestiones, se emplearon minigeles, y se usaron

los geles medianos y grandes para electroforesis preparativas y
estudio de DNA genómico. La ventaja de los minigeles es de tipo
econorm.co pues los volúmenes de gel y muestra necesaria son

menores, así 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 migración viene afectada por los factores que se

han descrito anteriormente. Paralelamente a la muestra analizada,
se corrían diferentes matcadores de peso molecular, en el margen
de tamaños en que se esperaban los fragmentos problema. Los
marcadores más usuales se describen en la tabla 2.5.a.

PROCEDIMIENlO

1. Pesar la cantidad correspondiente de agarosa en polvo y añadir
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el volumen correspondiente de tampón de electroforesis.
2. En un horno de microondas calentar a pulsos hasta f'undí r la

agarosa, evitando que queden partículas libres.
3. Atemperar la disolución en tul baño � 50 - 55' c. Añadir bromuro

de etidio a una concentración final de 0.5 �g/ml a partir de
una solución stock de 10 rng/ml (nota i).

4. Verter la solución sobre tul molde en el que se han sellado los
extremos con cinta adhesiva. Colocar el peine a 0.5 - 1 cm

del extremo verificando que está 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 tampón de
electroforesis con bromuro de etidio (nota i). El tampón
debe cubrir completamente el gel. Se trata de geles
sumergidos en su totalidad (nota a).

6. Las muestras se preparan añadiendo 1/5 volumen de tampón de
muestras (6x). Calentarlas 5 min a 65"C y cargar el gel
(notas b, c, d, el.

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

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

DISOLUCIO�"ES

Tampones de electroforesis

a. Tampón Tris-acetato (TAE) (50x)

Tris 40 mM
ácido acético 20 mN
EDTA 2 mM

pH 8.1
Para preparar 1 litro disolver 242 g de Tris en 800 ml
de agua. NilliQ, añadir 57.1 ml de ácido acético y 37.2
g de EDTA. Enrasar a 1 l. Filtrar a través de un filtro
de " de poro 0.45 um (Millipore HA'W"P(4700). Conservar a

4·C.

b. Tampón Tris-borato (TBE) (10x)

Tris 89 m'1
ácido bórico 89 mf'1
EDTA 2.5 mM

pH 8.3
Para preparar 1 1 disolver 108 g de Tris en

agua MilliQ. Añadir 55 g de ácido bórico
EDTA. Enrasar a 1 lo Filtrar a través de tul

de poro 0.45 um (Millipore HA'W"P04iOO). Si

800 ml de
y 9.3 g de
filtro de "

se almacena
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mucho tiempo aparecen precipitados que lo inutilizan.

Tampón 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%. Añadir 2 �l
EDTA 0.5 M pH 8.5 por mI solución. Esterilizar en

autoclave.

OBSERVACION"ES

a. Se emplea, en la mayor parte de los casos, TAE como tampón de
electroforesis a pesar de que su capacidad tamponadora es

baja. Por ello en electroforesis largas se recomienda
emplear TBE.

b. En el tampón de carga se puede emplear también glicerol en

lugar de Ficoll. La ventaja de este último es que confiere a

este tampón una densidad superior facilitando la carga y
evitando que las bandas de DNA migren en el gel en forma de
u.

c. La cantidad de DNA que debe cargarse en cada �illo depende
del número 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.

d. Las muestras que contienen fragmentos de restricción 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 restricción de DNA de lambda debido a la
presencia de los extremos coso

e. Cuando se trabajó con DNA genómico se aplicaron siempre 10 �gr
de DNA por pocillo empleando geles medianos o grandes.

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

ngr , es necesario eliminar el bromuro de etidio del gel, lo
que se consigue sumergiendo éste en una solución de MgSO. 1
ni1 durante 30 min a temperatura ambiente.

g. Cuando se desea comparar muestras de diferente contenido en

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

h. En el caso de que la muestra que se carga en el pocillo
contenga mucha proteína parte del UNA puede quedar retenido
en el pocillo, agregado.

i. El bromuro de etidio es un agente nnrtágeno , Conviene, por

tanto, manipular siempre con guantes los geles y las '

disoluciones que lo contengan.
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J. Es importante evitar al máximo la irradiación con luz UV del

transiluminador, pues provoca quemaduras en la piel, así

como graves daños en la retina. Visualizar los geles
protegidos con gafas que filtren ¡a radiación VV.

k. La migración correcta del DNA puede seguirse visualizando el

gel en el transiluminador cuando sea necesario o mediante
los colorantes que aporta el tampón de muestras. Como

aproximación se puede tener en cuenta la siguiente tabla en

la que se recoge la movilidad de los dos colorantes (en

equivalentes a kbp) empleados a diferentes concentraciones
de agar-osa :

Concentración de agarosa si Ienciancl atul de brolofenol

O. 5 � ¡¿ 1.5
0.8 % 4.5 1.0
i. Ü � 2.4 0.€
1. 5 � i.s 0.39
2.5 " 1. (1 6.15

2.5.1.2 Geles de agarosa alcalinos

El DNA lineal en un medio alcalino se desnaturaliza,
separándose las dos cadenas. En los geles de agarosa alcalinos el
DSA migra desnaturalizado. Esto es importante cuando se pretende
detenninar el tamaño de sondas de DNA marcadas por "nick
translation" o por "random primer". Se describe el procedimiento
empleado para la determinación del tamaño de un fragmento de DNA
marcado radiactivamente.

PROCEDINIENTO

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

2. En un horno microondas fundir la agarosa.
3. Atemperar en un baño -a 50 - 55·C.
4. Verter la solución 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 solución de electroforesis
alcalina. Dejar al menos 30 min antes de cargar.

7. Preparar las muestras
x ¡JI DNA
2 �l tampón de muestras (6x)
1 �l solución NaOH - EDTA
(7-x) �l agua estéril

8. Quitar todo el líquido que cubre el gel,
el soporte, por ej • poniendo debajo
bomba peristáltica que recircule

y elevar éste sobre
un peine. Montar una

la solución de
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electroforesis alcalina (notas b, e).
9. Cargar las muestras. Aplicar un voltaje constante entre 30 y

80 V (usualmente 60 V, í.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 í %
durante 30 min a temperatura ambiente. Secar el gel entre
papeles de filtro con un peso encima durante 10 min y

terminar de secarlo en un secador de geles conectado a �
liofilizador (nota dl.

11. Recubrir el gel con una película plástica y eA�nerlo frente
a una película autorradiográfica.

DISOLUCIONES

Disolución de electroforesis alcalina

NaOH 30 m�
EDTA 2 mM pH 8.5

Disolución NaOH - EDTA

NaOH 0.5 M
EDTA 10 m-1

Justo antes de usar poner 2. 5 J.I1 NaOH 10 N, 1 J.I1 EDTA
0.5 M pH 8.5 en 46.5 J.I1 agua.

Disolución del gel

NaCl 50 mM
EDTA 1 mM pH 8.5

Para mí.ní.gel mezclar 0.3 ml NaCl 5 N con 60 J.Il EDTA 0.5
N pH 8.5 en 30 ml de agua.

OBSERVAC1ON"ES

a. Debido a que la adición de hidróxido sódico a la solucián de

agarosa caliente produce la hidrólisis de ésta, se gelifica
el gel en una solución tamponada neutra, y se equilibra
posteriormente en la disolución de electroforesis alcalina.
Es conveniente vigilar la intensidad de corriente que
circula a través del gel a lo largo de la electroforesis.

b. La solución de electroforesis alcalina no es una solución

tamponada y por ello es importante que su recircularización
sea rápida. Una bomba peristáltica puede homogenedzar' la
solución de electro{oresis durante el proceso.

c. Conviene que el gel no quede sumergido durante la

electroforesis para evitar la difusión 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

comunicación 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 solución
de Tris-Hel 1 N pH í.5 1.5 M NaCl durante 30 min, tiñéndolo

posteriormente en una solución de 0.5 �g/ml de bromuro de
etidio en agua durante 15 a 30 min. La visualización se

realiza en un transiluminador �: de 306 nm.

2.5.2. GELES DE ACRILA1\fIDA

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

- 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.

PRAXEDINIENl'O

1. Preparar la solución de acrilamida necesaria según la tabla

siguiente (notas a, c)

% gel de 001 iacri lamida
reactivos 4 6 8 12

solución de acrilamida 20 % 20.0 30.0 40.0 60.0
TBE (10x) 10.0 10.0 10.0 10.0
persulfato amónico 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-solución en un matraz kitasato y desgasificar durante
15 a 30 mino

3. Limpiar muy bien las 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 DI1l de espesor),
fijarlas con pinzas y sellar alrededor con solución de agar
1.8 %.

4. Añadir 80 uI de TEr-IED a la solución de acrilamida, mezclar
bien sin formar burbujas y verter entre las dos placas de
cristal puestas en posición 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.
'i , Quitar el espaciador inferior y colocar el gel en la cubeta de

electroforesis.
8. Llenar la cubeta con tampón de electroforesis (TBE (lx».

Quitar las burbujas que quedan retenidas en la parte
inferior del gel con una jeringa.

9. Añadir 1/9 de vo.Iumen de tampón de muestras (lOx) 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
bramofenol, haya recorrido 2/3 partes del gel.

11. Separar las dos placas de cristal y sumergir el gel en una

solución de 0.5 �gr/rnl de bromurb de etidio. Teñir 30 mino
12. Visualizar el DNA irradiando el gel sobre el transiluminador

UV a 306 nm (nota b l ,

DISOLUCIONES

Disolución de acrilamida 20 %

acrilamida 19 % (w/v)
bisacrilamida 1 % (w/v)
en agua

Para preparar 1 1 de disolución disolver en 800 ml de agua
MilliQ 190 g de acrilamida y 10 g de bisacrilamida. Añadir
10 g de carbón activo. Dejar agitando 10 a 12 h protegiendo
el frasco de la luz con papel de aluminio. Filtrar primero a

través de papel Whabnann 3H'1 y después a través de un fil tro
de nitrocelulosa de 0.45 um, Desgasificar 1 h. Conservar en

botella oscura a 4·C.

OBSERVACIONES

a. La solución de persulfato amónico 10 % se ha de preparar al
momento. El persulfato amónico es altamente higroscópico. Se

debe disponer de una pequeña cantidad de persulfato amónico

de la que se toma el necesario para preparar la solución y

que debe cambiarse con frecuencia.
b. El monÓIDero 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 polimerización se desarrolle más tiempo,
durante 12 a 24 h.

c. La acrilamida es neurotóxica y es absorbida con rapidez por la

piel. Emplear siempre guantes cuando se manipule, así como

máscara cuando se pase el polvo.

2.5.3. GELES DE SECUENCIA DE DNA

Para resolver fragmentos que difieren en un único'

nucleótido, para tamaños entre 20 y 500 nucleótidos, se emplearon
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geles de acrilamida (6 %) urea 7 N, con una relación
acrilamida-bisacrilamida de 19: 1. En el caso de que fuera

importante leer los primeros 25 nucleótidos de la secuencia

(geles de secuencia para el método defMaxam y Gilbert (1980» se

elevó el porcentaje de acrilamida al 20 %.

Se utilizaron dos equipos de geles de secuencia:

1. Sistema I1ill 2020-001 "t-'1acrophor Electrophoresis Uni t." ,

con geles de 20 x 55 cm y refrígeración de la placa de gel con un

baño termostático.
2. Sistema Biorad "Sequegen" H" con geles de 38 x 50 cm y sin

refrígeración externa al propio sistema.

La electroforesis se realiza a temperaturas entre 45 y 60·C

y voltajes entre 1500 y 3500 V en tampón 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 la finalidad de aumentar la
secuencia resuelta en un solo gel se realizan dos car�as 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 unlca carga, dejando correr el gel hasta que el
azul de bromofenol alcanzaba 1/3 parte del gel.

PRCX..."""'EDINIENTO

Se describe el montaje de los geles de 38 x 50 cm pues fue
el equipo más empleado. En observaciones se hace referencia a los
detalles de montaje del equipo LKB.

a. Preparación de los cristales, espaciadores y peine

1. El cristal de la cubeta de tampón superior (nota a)
- lavar abundantemente con agua y detergente (no emplear

disolventes orgánicos en ningún caso).
- en�� campana de gases repartir bien por todo el cristal

1 mI de Sigmacote, siliconización, empleando un pañuelo
de papel. Es conveniente siliconizar cada vez que se

use. Dejar secar 5 a 10 mino
- Con un pañuelo 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 mI de solución de

silano. Dejar secar 10 mino
- limpiar el exceso de silano con un pañuelo de papel

empapado en etanol. Dejar secar 5 mino
3. Espaciadores y peine. Conviene lavar bien los espaciadores y

el peine, de teflón, con agua y detergente, y con etanol.
Además, conviene siliconizarlos con Sigmacote cada 2 a 3
geles (nota b l .
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b. Preparación de la disolución de polimerización

4. Se prepara una solución de polimerización:
36 mI de solución de acrilamida (20 %, 19:1)
24 ml de tampón tris horato (TBE 20x)
50.4 g urea

añadir agua hasta un vo.Itanen de 120 ml ,

Agitar hasta la completa disolución de la urea. Para
facilitarla es conveniente calentar la solución a 40-50'C.

5. Filtrar la solución a través de filtro Millipore de e 0.45 �
(Millipore HAw�2500).

6, Pasar 20 ml de solución a una probeta de 25 ml , El resto se

desgasifica 10 a 20 mino

c. Montaje del gel (nota f)

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

8, Añadir a la probeta con 20 ml de solución de polimerización
100 �l de TEMED y 140 �l de persulfato amónico 25 % (w:v).
Agitar rápidamente por invers10n y verter en la cubeta de
sellado. Colocar en ésta el gel con rapidez. Por capilaridad
la solución penetra por la base del gel unos milímetros.
Esta solución polimeriza en 30 a 60 seg , Dejar 5 min en

posición vertical.
9. Verter 100 ml de solución de polimerización en un vaso de

precipitado de 250 mI. Añadir 100 �l de TEMED y 130 �l de
persulfato amónico 25 %. Con ayuda de dos jeringas de 50 ml
aaí tar la solución sin producir burbujas. Cargar las dos

jeringas,
10. Poner la cubeta formando un ángulo de 20 a 25' con la mesa.

Verter suavemente la solución del gel por un extremo,
evitando que se formen burbujas.

11. Una vez lleno 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.
1x) las cubetas superior
pocillos con ayuda de una

conectar los electr'odos a

n.

Llenar de tampón tris borato (TBE

e inferior. Limpiar muy bien los

jeringa. Asegurar la cubeta y

la fuente de alto voltaje (nota

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

14 . Desconectar la fuente. Limpiar de nuevo los pocillos muy

bien. Cargar las muestras de la primera carga. Evitar que el

gel esté detenido más de 15 min para reducir al máximo la
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difusión de la urea (nota e).
15. C�nectar los electrodos y 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 segtmda carga.

17. Conectar los electrodos y la fuente. Correr a 60 W (voltaje
entre 1500)" 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 tampón superior. Dejar 2 min enfriando con

el agua corriendo. Quitar las pinzas y separar los

cristales� El gel queda adherido al cristal silanizado (nota
g) •

e. Fijación, secado y exposición

19. Sumergir el gel en una solución de ácido acético 10 %. Agitar
suavemente durante 15 a 25 mino

20. Sacar el gel de la solución 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·e durante más 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
radiográfica.

DISOLUCIOl'-l'ES

Disolución de silano

Poner en 10 ml de etanol absoluto 300 �l de ácido
acético glacial y 40 uI de silano (gamna.-(metacriloxy)
propiltrimetoxisilano). Se debe preparar inmediatamente
antes de usar. Es importante que se manipule en campana
de gases por su ele\� toxicidad.

Disolución de persulfato amónico 25 %

Pesar 250 m,g de persulfato amónico, añadir 1 ml de
agua. Agitar. Preparar inmediatamente antes de usar a

partir de un stock fresco de persulfato amónico.

Disolución de ácido acético 10 %

Se preparan 5 1
glacial en 4.5 1
veces.

¡x>r gel.
de agua

500 ml de

MilliQ. Se
ácido acético

reutiliza 4 a 5

126 materiales y métodos



OBSERVACIO:N"ES

a. Toda la manipulación 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 ó 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 DN.t\ mucho más largas, de hasta 550
nucleótidos por clon con dos cargas. Estos geles se montan
como se ha descrito, empleando�spaciadores BioRad de 0.25
mm (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 cm. A un lado del espaciador, ajustadas a su extremo
se pegan las tiras de 6 cm y encima la de 18 cm. Al otro
lado del espaciador, ajustadas al mismo extremo, se pegan
las tiras de 12 y 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 tiburón de 0.25 mm.

c. 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 brornofenol, está a punto de salir. De.esta forma el

solapamiento de secuencia entre la primera y segunda carga
se reduce a 100 - 150 nucleótidos y se puede resolver mas

secuencia en el gel. Este tipo de geles sólo es adecuado
cuando las reacciones de secuencia se hacen empleando corno

isótopo radiactivo 358.
d. La temperatura a que se realiza la electroforesis es crítica,

debiendo ser superior a 40·C para mantener las condiciones
desnaturalizantes del gel. Empleando este equipo sólo 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, óptima. Una potencia
superior permitiría acortar el tiempo de electroforesis (5 a

6 h para la primera carga y 3 h para la segunda) pero podría
dañar la cubeta.

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

polimerizar conviene sellar la parte superior con una

solución de agarosa 1 %, para evitar que se reseque la zona

de los pocillos.
f. Los pocillos deben limpiarse inmediatamente despues de quitar

el peine con TBE ( Ix ) para evitar que los restos de

acrilarnida puedan polimerizar dificultando o distorsionando

la entrada de las muestras.

g. El tampón de la cubeta inferior es radiactivo y debe tratarse

como un residuo líquido de baja actividad.
f. Las diferencias en el montaje del gel respecto al equipo LKB

son:
- la solución de polimerización necesaria es la mitad
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(60 mI).
- la placa termostática no debe siliconizarse más que
cada 3 a 5 geles.
- el montaje del gel se reallza por deslizamiento de la

placa soporte del gel sobre la placa termostática.
- no es necesario sellar el gel.
- la regulación de la temperatura se consigue mediate
un baño regulador, a 60' e , lo que permi te realizar la
electroforesis a potencias superiores, con voltajes
entre 3000 y 3500 V.
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2.6 ELE:CTR)FffiESIS DE RNA

Los geles de . RNA incluyen agentes desnaturalizantes tipo
formaldehido, hidróxido de metilmercurio o urea. La presencia del
agente desnaturalizante en el gel o en la muestra impide que el
RNA adopte estructuras secundarias. Sólo en estas condiciones la
movilidad del RNA es proporcional al logaritmo de su peso
molecular. Aparte de esta característica los geles son

básicamente idénticos a los empleados en el análisis de DNA.

2.6 . 1 GELES DE AGAROSA FORMALDEHlOO

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

1 ibre de RNAsas.

"PR()CEDIMIENlO

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

2. Calentar en microondas hasta que la agar-osa esté completamente
fundida. Enfríar a 65·C.

3. En una campana de gases añadir I-DPS (lOx) y formaldehido 35%
hasta una concentración final de I-DPS ( Ix ) y formaldehido
(nota b) 2.2 M. Agitar hasta que no se fonnen aguas.

4. En la campana de gases verter la solución 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 DIIl de la base, por

ejemplo sobre un peine. Llenar la cubeta con I-DPS í Ix l justo
hasta el nivel del gel. Llenar los pocillos con I-DPS (Ix).
Si el gel quedara cubierto con el tampón el formaldehido
difundiría y se perderían las condiciones desnaturalizantes.

6. Preparar las muestras (nota c)
RNA (5-10 Ilgr) 4.5 III en agua
I-DPS (lOx) 2. O III
formaldehido 3.5 III
formamida 10.0 III
tampón de muestras (x5) 2 • O III

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

8. Cargar las muestras. Correr el gel a 5-10 V/cm,
recircularizando el tampón con una bomba peristáltica
(positiva a negat.ívd) •

9. Para teñir el gel hay que eliminar el formaldehido lavando el

gel durante 30 min a 1 h en agua o en acetato 8DÓlico O. 1 M,
tiñendo en una solución de bromuro de etidio 0.5 �/ml 5

min y destiñendo 10 a 30 min en agua. Visualizar el gel por
irradiación con luz UV en transiluminador de 302 nm (nota
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d í

•

10. Si no se necesita teñir se puede transferir directamente

(ap.2.8.3l.

DISOl1..1CIO:N"ES

Todos los reactivos, disoluciones y material de cristal y

plástico deben ser libres de RNAsas.

MJPS (10x)

OOPS (pH 7.0) 0.2 N
acetato sódico 50 mM

EDTA 10 mM

Ajustar pH 7.0 con NaOH. Si la solución se autoclava se

vuelve de color amarillo.

Tampón de carga (x5)

Ficoll 400 30 %
EDrA 1 mM
azul de bromofenol 0.4 %
xilencianol 0.4 %

OBSERVACION"ES

a. La cubeta y el soporte del gel, así como el peine se lavan
bien con agua y detergente. Se enjuagan abundantemente con

etanol.
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 más DNA
(200 a 400 ng DNA / banda) ya que el DNA de cadena sencilla
se tiñe peor que el DNA de doble cadena.

d. Se emplean habitualmente RNAs ribosomales como marcadores de

peso molecular ya que se conocen sus longitudes. Se han

empleado rRNAs vegetales de tamaños (Dyers, 1979) :

rRNA citoplasmático :

25 S 1. 30 x 1Q6 daltones
18 S 0.7 x 1Q6 dal tones

3580 nucleótidos
1926 nucleótidos

rRNA de
23 S
16 S

5 S

cloroplasto
1.10 x 106 daltones
O. 56 x 1 Q6 daltones
3.80 x 105 daltones

3000 nucleótidos
1500 nucleótidos
120 nucleótidos
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2.7 RJRIFICACION DE DNA A PARTIR DE GELES

Se han descrito una gran variedad de métodos para la
recuperación de fragmentos de DNA a partir de geles de &garosa y
de acrilamida, aunque t.odos ellos presentan básicamente dos

problemas. En primer lugar, la mayoría de agarosas están
contaminadas por polisacáridos sulfatados que pueden e��raerse
conjuntamente con el DNA y que son potentes inhibidores de muchos
de los enzimas empleados posteriormente como las endonucleasas de

restricción, metiltransferasas, Lí.gasas , kí.nasas , ••• ). En segundo
lugar la recuperación 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 las técnicas de electroelución para
purificar bandas de geles de agarosa y de acrilamida, el método
descrito por Dretzen (1981) para geles de agarosa y el método de
agarosa de bajo punto de fusión. Se describen a continuación.

2. i . 1 ELECTROEWCION DE FRAGMENTOS DE DNA

Este métooo, con pocas modificaciones se puede aplicar tanto
a la extracción de fragmentos de DNA de geles de agarosa como de
acrilamida •

2.í.1.1 Geles de acrilamida

Para la electroelución del DNA (Ho , 1981) se utilizaron
cubetas de metacrilato diseñadas especialmente. Estas cubetas

constan de dos partes, una amplia (a) donde se deposita el gel y
una más 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 diálisis es de 200 �l.

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

acrilamida vertical.
2. Separar las dos placas de cristal y teñir el gel durante 30

mi,n en una disolución de bromuro de etidio (O. 5 �/ml) en

agua.
3. Localizar las bandas .de DNA con una lámpara de luz W de onda

larga y cortar el trozo de gel que contiene la banda con un

bisturí.
4. Colocar membranas de diálisis en las dos partes de la cubeta

de electroelución. Lavarlas con agua estéril y comprobar que

no hay fugas.
5. Colocar la cubeta de electroelución entre dos cubetas de
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electroforesis y llenarlas con tampón tris borato (TBE)
(O. 5x) •

6. Cortar el gel en trozos pequeños y colocarlos en la parte
ancha (a) de la cubeta de electroelución. Comprobar que no

,

pasen trozos de gel a la otra parte, estrecha (b), de la

cubeta.
'i , Conectar los electrodos a una fuente de alimentación (el

electrodo negativo en el lado del gel (a») con una

diferencia de potencial de 300 \' durante 30 mino Durante la

electroelución el DNA se sitúa adherido a la membrana de
diálisis en la parte estrecha (b) de la cubeta de
electroelución.

8. Desconectar la fuente. Vaciar la cubeta de electroelución

hasta el estrechamiento de la parte (b) .

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

10. Llenar la parte (b) de la cubeta de electroelución con 200 �l
de TBE (O. 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 diálisis se libera y queda en solución.

11. Recoger los 200 �l de tampón y añadirlos a los 200 u I
anteriores.

12. Extraer con un volumen igual de fenol-cloroformo y con éter.
13. Precipitar el D�A añadiendo 1/10 de volumen de acetato sódico

3 M pH 5.2 y 2 volúmenes de etanol absoluto frío (-20'C).
Dejar más de 2 h a -20·C.

14. El sedimento se lava con etanol al 70%, se seca y se

resuspende en 10 a 20 �l de tampón TE pH 'i , 5 •

OBSERVACIO�"ES

a. La recuperación 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 diálisis. Este

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

2.7.1.2 Geles de agarosa

PROCEDIMIDlTO

1. Separar en un gel de agarosa los distintos fragmentos.
2. Con un bisturí recortar la banda a purificar ajustando al

máximo el trozo de agarosa a la banda. Colocar el trozo de
agarosa en el interior de una bolsa de diálisis. Sellar la
bolsa con pinzas.

3. Poner en el interior de la bolsa 2.5 ml de TNE. Sumergir la
bolsa de diálisis en una cubeta mediana con tampón TBE (Ix)
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0.5 �g/ml de bromuro de etidio, procurando que el trozo de
agarosa quede tocando la bolsa de diálisis hacia el
electrodo negativo.

4. Conectar una fuente con 120 V durante 2h. El DNA migra
saliendo de la agarosa y queda retenido por la pared de la
bolsa de diálisis. Iluminando con una lámpara de �; 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 :ro
queda en solución.

6. Recoger la disolución del interior de la bolsa de diálisis y
lavarla con O. 5 ml de tampón TNE. Pasar todo a un tubo Corex
de 15 ml.

7. Añadir 300 u I de acetato sódico 3 ti pH 5.2 (1/10 de volumen) y
9 ml de isopropanol (3 volúmenes).

8. Dejar toda la noche a -20·C.
9. Centri fugar a 12000 gav (10000 rpn rotor Beckman JA20) 30 min

a 4·C.
10. Eliminar el sobrenadante. Secar y resuspender en 400 �l TE pH

¡.5.
11. Pasar la muestra a un tubo eppendorf. Añadir 16 �l NaCl 5 M y

800 �l de etanol absoluto frío (-20'C).
12. Dejar más 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 �l tampón pH 7.5.

DlSOUJCION"ES

Tampón TNE

Tris-Hel 10 mN pH=i.5
EDTA 1 m)"l
NaCl 100 m.),,1

Sacos de diálisis

El procedimiento de preparación (de Maniatis, 1982)
- cortar las bolsas de diálisis en los tamaños adecuados (10
a 20 cm).
- hervir 10 min en 2 1 de solución de bicarbonato sódico 2%

EDTA 1 mM.
- lavar con agua MilliQ abundante.
- hervir 10 min en 2 1 de solución 1 mM EDTA.
_ enfríar a temperatura ambiente. Conservar a 4 'e con las

membranas de diálisis sumergidas en todo momento.
_ antes de utilizar lavar las membranas por dentro y por

fuera con agua esté�il. Manipular las membranas siempre con

guantes.

OBSERVACION"ES

a. El rendimiento de este método es bajo" y sólo es adecuado

materiales y métodos 133
------------------------



para fragmentos de D�� grandes y en cantidad elevadas (20 a

100 jJgr).
b. Las membranas de diálisis pueden ser esterilizadas en

autoclave durante 10 min a l?l'C o 1 atmósfera de

sobrepresión sumergidas en agua.

2. i . 2 t"IETOOO DE PAPEL DEAE CEll..lLOSA

Descrito por Dretzen (1981). Fue el método más empleado. La

simplicidad de manipulación de las muestras y el elevado
rendimiento lo hacen muy adecuado. El papel DEAE celulosa en

condiciones de baja fuerza iónica presenta una elevada afinidad

por el DNA .. El· DNA ligado puede recuperarse lavando el papel con

un tampón de elevada fuerza aom.ca , Se ha empleado en la

purificación de DNA lineal de tamaños comprendidos entre 100 y
5000 bp. Para DNA superhelicoidal, DNA de cadena sencilla o DNA
de cadena doble de gran tamaño, los rendimientos son pequeños.

a. Preparación del papel DE� celulosa

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

1. Se empleó papel DEAE celulosa wbatman (DE8l). 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. Purificación de DNA

4. Separar los fragmentos de DNA en un gel de agarosa del
porcentaje adecuado, con bromuro de etidio para poder
visualizarlos con luz UV (nota d).

5. Colocando el gel sobre un transiluminador UV de onda larga
(302 nm) visualizar los fragmentos. Con un bisturí hacer una

incisión justo delante de la/s banda/s a purificar. Si hay
bandas de tamaño superior que podrían contaminar hacer una

incisión justo por encima de la que interesa (nota c).
6. Con ayuda de unas pinzas abrir la incisión 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 evi tar la formación de burbujas.

7. Colocar de nuevo el gel en la cubeta. Conectar la fuente a 100
V de 5 a 10 mino

8. Comprobar que todo el DNA se ha quedado adherido al papel DEAE
celulosa irradiándolo con luz UV. De no ser así seguir con

la electroforesis.
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9. Una vez todo el DNA pegado al papel se saca éste y se lava en

agua estéril.
10. Colocar el papel compactado en el fondo de un tubo eppendorf

al que previamente se le habrá practicado un orificio en el
fondo con una aguja y varios en el tapón.

11. Centrifugar el eppendorf con el papel dentro de otro tubo
eppendorf 15 seg a temperatura ambiente para descartar los
restos de tampón de electroforesis que empapan el papel.

12. Añadir 200 �l de tampón de elución. 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 t.ubo ; y recuperar el tampón por

centrifugación 15 seg a temperatura ambiente.
14. Añadir 100 �l de tampón de elución. Incubar 15 min a 37·C.
15. Recuperar el tampón centrifugando 15 seg a temperatura

ambiente.
16. Repetir 14 y 15.
17. Tenemos la bande eluida en un volumen de 400 �l de tampón de

elución. Añadir 400 �l de l-butanol saturado en tampón de
elución. Agitar con vortex. Centrifugar 1 min a temperatura
ambiente.

18. Eliminar la fase superior I alcohólica. En esta fase se

encuentra el bromuro de etidio que arrastraba el DNA.
19. Hacer e��racciones con fenol-cloroformo y con cloroformo

alcohól isoamílico.
20. Añadir 1/10 volumen de acetato sódico 3 M pH 5.2 y 2

volúmenes de etanol absoluto frío (-20'C). Precipitar en

frío.
21. Lavar el sedimento con 1 ml de etanoll al 70%.
22. Secar el sedimento. Resuspender en 10 a 50 �l de tampón TE pH

7 • 5 (notas a, b l ,

DISOLUCIONES

Tampón de elución

Tris-HCl pH 7.5 10 18."'1

EDTA 1 mM
NaCl 1.5 M

Disolución de 1-butanol saturado en tampón de elución

Se mezclan 4 volúmenes de 1-butanol con 1 volúmen de

tampón de elución. Agitar con vortex. Dejar separar las
fases 1 a 2 h.

OBSERVACI�'ES

a. La recuperación de fragmentos de DNA lineal oscila entre el 60

y el 90 %, dependiendo de la longitud del DNA. La.

recuperación 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 restricción, ligación y marcajes, sin que se

observara ningún tipo de inhibici6n de la reacción.

c. Para evitar la contaminación de las bandas de tamaño superior
se coloca papel DEAE celulosa entre éstas y las de interés.

Esto se puede hacer también cortando la zona del gel que
contiene las bandas no deseadas.

d. Se observó que es muy difícil que al purificar una banda de

DNA no aparezcan contaminaciones de bandas vecinas aunque en

una pr-oporoaon muy baja. Se encontró que cuando se separan
las bandas en ausencia de bromuro de etidio en el gel y en

el tampón de electroforesis esta contaminación se reduce
considerablemente.

2.;.3 Pl�IFICACION A PARTIR DE GELES DE AGAROSA �W

Este método requiere que tanto el DNA como la agarosa se

encuentren en solución, lo cual se consigue empleando agarosa LMP
o de bajo punt.o de fusión, que funde a 65-iO "C y se mantiene
licuada por encima de 30·C.

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

agarosa de bajo punto de fusión. Por las características de
estos geles es necesario montar el gel y realizar la
electroforesis en cámara fría (4·C).

2. Localizar las bandas de interés irradiando el gel con luz UV
de onda larga (302 nm). Con un bisturí 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 orgánica con TE pH 7.5.

5. Juntar las fases acuosas y extraer con 1 vo.Iumen de fenol
clor6Íormo y despues con 1 volúmen de éter.

6. Añadir l/lO de volumen de acetato sódico 3 M pH 5.2 y 2
volúmenes de etanol absoluto frío ( -20'C) • Precipitaren
frío y lavar con etanol al 70 %.

7. Resuspender el DNA en tampón TE pH 7. 5 •

OBSERVACIONES

a. CDn este método se obtienen unos rendimientos del 60 al 70%.
Es recomendable, pues, únicamente si el DNA a purificar es

de tamaño superior a 10 kbp o si se trata de DNA lineal o

superhelicoidal.
b. La preparación de DNA obtenido contiene más impurezas que el

obtenido por extracción con DEAE celulosa. Si con los
fragmentos purificados se quiere hacer alguna reacción
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enzirnática delicada debe someterse a purificación por
elución a través de colunma lap.2.8.4>'

2. 7 .4 EWCION POR OOLUMNA

Este método aprovecha las características de la agar'osa de
bajo punto de fusión (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 iónica (aprox. 200 mM
NaCl) y se eluye el DNA en condiciones de elevada fuerza iónica
(1.5 M NaCl). Cada minicolunma puede ,retener 100 �r de DNA.

PRCX::'ED IMID..70

Se ha seguido el procedimiento suministrado con el producto.

a. Preparación de la muestra

La muestra se aplica a la columna en solución, en unas

condiciones de fuerza iónica baja (200 mM NaCl).

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

agarosa de bajo punto de fusión. Por las características de
estos geles es necesario preparar el gel y realizar la
electroforesis en cámara fría (4°C).

2. Localizar las bandas de interés irradiando el gel con luz UV
de onda larga (302 nm). Con un bisturí recortar el trozo de
gel que contiene la banda a purificar.

3. Poner el trozo de agarosa en un tubo Corex de 15 ml . Añadir 5

mI de solución l.
4. Fundir a 65 "C durante 30 mino

b. Preparación de la minicolumna

5. Cortar la punta inferior de la minicolumna cerca de la matriz

blanca. Quitar el tapón de protección. Cargar \IDa jeringa de

5 mI con 2 mI de solución 11 y pasarla a través de la

minicolimlna. Lavado de la columna de posibles impurezas.
6. Equiilibrar la minicolumna con solución 1 pasando 5 ml de esta

solución.

c. Purificación

i. 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 lentamente a

través del prefiltro y la minicolumna. Recoger el eluido en

un tubo esteril (nota b).
9. Pasar 3 ml de solución 1, para lavar restos retenidos de forma.

inespecífica.
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10. Quitar el prefiltro. Pasar 0.4 ml de solución 11, recogiendo
el eluido de la columna en un tubo eppendorf.

11. Precipitar el DNA de los 400 �l recogidos añadiendo 2
volúmenes de etanol absoluto �río (-20'Cl. Precipitar en

frío. Centrifugar.
12. Lavar el sedimento con etanol al 70%. Secar.
13. Resuspender el sedimento en 10 a 20 �l de tampón TE pH 7.5.

DISOWCION"ES

Disolución 1

NaCl 200 mN
Tris-HCl 20 nrl pH 7. 5
EDTA 1 mM

Disolución II

NaCl 1.0 M
Tris-HCl 20 mM pH í.5
EDTA 1 1Ih�1

OBSERVACIosss

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
fusión solidificara toda la manipulación 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 pequeños volúmenes.
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2.8 TRANSFERENCIA DE DNA Y RNA A
FILTROS DE NI'I'RCXE.1.JI...A O NYWN

La localización de secuencias de DNA o RNA con homología a

otras empleadas como sondas, por hibridación, 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 lisis aisladas, desnaturalizarlo y

fijarlo sobre un filtro de nitrocelulosa o de nylon. Normalmente
se emplearon filtros de nitrocelulosa excepto para trabajos con

DNA genámico en que se utilizaron filtros de nylon (Zeta-Prove™
BioRad, Hybond" H Arnersharn). Despues de la transferencia el DNA
unido al filtro se hibridó con DNA marcado con 32p, y se

localizaron las secuencias complementarias a la sonda radiactiva
por autorradiografía.

Esta técnica se emplea para localizar secuencias especificas
en DNA clonado así como sobre DNA genómico digerido con

diferentes enzimas de restricción.

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 restricción 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 rápida

PRCCEDIMIENTO

1. en gel de agarosa.

regla milimetrada en un

de una referencia del

Separar el DNA por electroforesis
Fotografiar el gel colocando una

lateral con la finalidad de disponer
tamaño real.

2. Depurinación. Incubar el gel a temperatura ambiente durante 10

min en disolución de Hel con agitación suave. De este modo

el DNA se fragmenta pn trozos de menor longitud (nota a).
3. Lavar el gel con agua.
4. Desnaturalización. Incubar el gel en

desnaturalización 20 min con agitación suave.

5. Neutralizar el gel durante 30 min en tampón de neutralización

( 1 ). Agitar suavemente.
Montar la transferencia tal como se observa en la figura

solución de

6.
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2.9.1, siendo las capas:
- gel
- filtro de nitrocelulosa, empapado en solución de

neutralización (1) ,

- 3 capas de papel 'Wbatman 3!'lN Chr('Wbatmann 3030 91 i)
- 3 a 4 cm de papel de filtro
- cristal
- peso de 3 a 5 kg

De este modo se consigue establecer un flujo de líquido 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.
í. Dejar transferir de 30 min a 1 h. Desmontar sin separar el

filtro" de' -nitrocelulosa del gel. Marcar con un lápiz o

bolígrafo la posición de los pocillos y hacer un corte en la

esquina inferior izquierda para orientar el filtro.
8. Separar el gel del filtro. Teñirlo 15 a 30 min en una solución

de bromuro de etidio (0.5 �gr/ml) en agua para comprobar la
eficiencia de la transferencia.

9. Lavar el filtro en SSC (6x) 2 mino Colocar el filtro de
nitrocelulosa entre papeles de filtro hasta que esté seco

(10 a 20 min a temperatura ambiente).
10. Incubar el filtro de nitrocelulosa (entre papeles de filtro)

a 80· C durante 2 a 3 h. El DNA se une fuertemente a la
nitrocelulosa. El filtro con el DNA fijado se puede
conservar a temperatura ambiente o someterlo a

prehibridación e hibridación con sonda radiactiva.

DISOWC10N"ES

Disolución de HCl

HCl 0.2 N

Tampón de desnaturalización

NaOH 0.5 N
NaCl 1.5 M

Tampón de neutralización (1)

NaOH 20 mM
acetato amónico 1 M

2.8.1.2 Transferencia lenta

PROCEDIMIENTO

1. Separar el DNA por electroforesis en gel de agar'osa ,

Fotografiar el gel colocando una regla milimetrada en un

lateral con la finalidad de disponer de una referencia del
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tamaño real.
2. Irradiar el gel con luz W de onda corta (254 ron) 4 min por

encima de 3.5 kbp y 8 min por encima de 6 kbp. El efecto de
la luz UVes provocar roturas en las cadenas de DNA,
reduciendo de este modo su tamaño y facilitando la
transferencia (nota a).

3. Desnaturalización. Incubar en disolución de desnaturalización
60 min a temperatura ambiente con agitación suave.

4. Lavar con agua MilliQ.
5. Neutralización. Incubar en disolución de neutralización (11)

30 min a temperatura ambiente con agitación suave.

6. Lavar con agua NilliQ.
i. Incubar 30 min más en disolución de neutralización (11).
8. Pasar el gel a una solución de SSC (10x).
9. 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 3�J empapadas en SSC ( Zx )
- 2 capas de papel Whatman 3MM secas

- 5 a 10 cm de papel de filtro
- cristal
- peso de 0.5 a 1 kgr

10. El tampón de transferencia es SSC (10x). Envolver todo el
sistema con una capa de plástico para evitar la evaporación.

11. Dejar transfiriendo durante 8 a 12 h (nota b).
12. Desmontar el sistema, señalizar los pocillos y hacer un corte

en el filtro para orientarlo. Teñir el gel de 15 a 30 min en

una solución de bromuro de etidio (0.5 �g/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 D��.

DISOLUCIO}"'ES

Tampón de neutralización (11)

Tris-HCl 0.5 M pH 7.5
NaCl 1.5 M

OBSERVACIONES

a. La depurinación con HCl tiene un efecto de rotura de cadenas

de DNA en general, con el peligro de que fragmentos de

pequeño tamaño también se fragmenten. Esto se evita con la

irradiación con UV pe onda corta si tapamos la zona del gel
de los fragmentos menores, con 10 cual se rompend sólo las

cadenas de DNA de alto peso molecular.
b. Los primeros experimentos realizados con DNA genómico se

realizaron empleando filtro de nitrocelulosa como soporte y

la transferencia se realizaba siguiendo el método lento. El

tiempo de transferencia se incrementó a 24 h.
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3 - 6 kg

papel

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111 Whatmann 3 MM

nitrocelulosa

gel de agarosa

Figura 2.4 : Transferencia rápida de DNA a papel de

nitrocelulosa.

0.6 - 1 kg

papel

Whatmann 3 MM

nitrocelulosa

gel de aoar06a

111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111111

SSC 10x

Figura 2.5 : Transferencia lenta de DNA a papel de nitrocelulosa.
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2.8.2 TRANSFERENCIA DE DNA A NrLON TRANSFERENCIA ALCALINA

El empleo de membranas de nylon se justifica en algunos
experimentos pese a su mayor precio por que presentan una mayor
resistencia mecánica, mayor resolución, mayor sensibilidad y
pueden deshibridarse con facilidad. En el caso de estudios sobre
DNA genómico es el soporte más adecuado. En nuestro caso se

emplearon membranas de nylon Zeta-ProbeR de BioRad y
ocasionalmente Hybond" de Arnersham.

PRlX'E)IMIENlO

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
tamaño real.

2. Incubar el gel en disolución de HCl 10 min a temperatura
ambiente con agitación suave.

3. Montar el gel en un sistema de transferencia como el que se

describe en la figura 2.8.1.2.a. La disolución de
transferencia que se utiliza es NaOH 0.4 N. Colocar el gel
sobre el papel Whatman 3MM que actúa de mecha procurando que
no queden burbujas. Cubrir el gel con una pequeña cantidad
de NaOH 0.4 N.

4. Colocar sobre el gel la membrana de nylon previamente
humedec ida en agua estéril. Evitar las burbujas. Cubrir la
membrana con NaOH 0.4 N.

o. 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 posición

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. El DNA
en este proceso queda fijado a la membrana durante la

transferencia y no es necesaria ninguna fijación posterior.

2.8.3 TRANSFERENCIA DE RNA A FILTROS DE NYLON

La transferencia
desnaturalizantes, geles de
correcta medida del pepo
debe ser libre de R�as.

se hace a partir de geles
agarosa-formaldehido para permitir la
molecular. Todo el material empleado

PROCEDIMIENTO

1. Separar los diferentes RNAs en un gel de agarosa formaldehido

(ap.2.G.1). Teñido o no el el gel se transfiere sin ningún
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procesamiento previo. Es conveniente teñir al menos los
marcadores para tener una referencia del tamaño real.

2. Recortar con un bisturí estéril la zona del gel a transferir.
3. Montar las piezas según el montaje de la figura 2.8.1.2.a :

- mechas de papel Whatman 3Mr<1 empapadas en SSPE (20x)
- gel. Colocarlo sobre las mechas evitando las

burbujas. Colocar encima un poco de SSPE (20x).
- membrana de nylon Hybond™ (Amersham, o ZetaProbe™
de Biolead) • Eví tar las burbujas. Poner encima un poco
de SSPE (20x).
- 3 a 4 capas de papel wbatman 3l'I'1.
- de 5 a 8 cm de papel de filtro.
- cristal
-"peso de 0.5 a 1 kg.

4. El tampón de transferencia es SSPE (2Ox).
5. Dejar transferir de 8 a 14 h.
6. Desmontar el sistema. �arcar la posición 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 plástico Saran-Wrap™, sin arrugas en la

cara donde está adherido el R��.
9. Colocando el filtro envuelto con la cara que presenta

en contacto con el transiluminador irradiarlo durante

min con luz UV de onda larga (302 nm). Habitualmente

(notas a, b).
10. El filtro se conserva a 4°C (nota c).

el RNA
2 a 5
4 min

DISOLUCIONES

SSPE (x20)

NaCl 3.6 M
Nafu ro, . 7 fu O O. 2 M
EDTA 20 mM

OBSERVACION"'ES

a. El tiempo de irradiación depende de la humedad que queda en el
filtro. Se aumenta el tiempo de irradiación cuanto más
húmedo esté, hasta un máximo de 5 a 6 mino Este proceso fija
el RNA a la membrana de nylon.

b. En el caso de que el gel de agarosa-formaldehido se ha��
teñido se puede aprovechar el tiempo de irradiación de la
membrana con UV para fotografiar el RNA fijado a la
membrana. El RNA retiene el bromuro de etidio y es visible
cuando se irradia con luz UVe Es un buen control del estado
del RNA y de la transferencia. Es conveniente, asimismo,
teñir el gel despúes de la transferencia para comprobar que
ha sido completa.

C. El filtro se puede conservar largos períodos de tiempo a 4
°

C
en oscuridad (protegido con plástico y papel de aluminio).
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2.8.4 "001' BLOT" DE D:t-.iA

Este método pennite analizar con rapidez una gran cantidad
de muestras de DNA para encontrar secuencias homólogas por
hibridación. Se trata de una transferencia rápida de DNA en forma
de manchas ("dots" o "spots") sobre filtro de nitrocelulosa. El
método se ha tomado de Davis et al. (1986).

PRtX'EDIMIEN"TO

1. Mojar una pieza de Whatman 3MM y otra de nitrocelulosa
cortadas al tamaño del aparato a emplear (Hybri .dot,
Manifold, BRL U050l"lN) en SSC (LOx l , Colocar primero la
pieza de papel 'Wbatman 3M!'1 ev i tando las burbujas y encima la
de nitrocelulosa.

2. Cerrar el aparato, asegurarlo y conectar el vacío.
3. Layar los pocillos con 100 ¡JI de SSC (20x)
4. ��rcar algunos pocillos añadiendo 2 ¡JI de solución colorante

como marcadores de posición.
5. Poner de 1 a 2 ¡Jgr de DM en 10 ¡JI de tampón TE pH 7.5.

Calentar las muestras a 95'C durante 5 mino Clavar en hielo.
Cargar en los pocillos.

'i , Layar cada pocillo con 100 ¡JI de SSC (2Ox) bajo vacío.
8. Eliminar el vacío. 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.

DISOLUCIO:N"ES

Disolución colorante

azul de bromofeno1 0.25 %
Ficoll 400 25 %

2.8.5 REPLICAS DE PLACAS DE BACTERIOFAGO

La obtención de réplicas sobre filtros de nitrocelulosa de
las calvas de lisis de bacteriófago presentes en tma placa de
cultivo pennite la búsqueda de fragmentos homólogos al DNA

marcado empleado como sonda. Este procedimiento es la base de las

búsquedas de secuencias homólogas sobre librerias genómicas o

geriotecas , En placas de .9 cm de ja 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 único filtro.

PROCEDIMID,TTO

1. Sembrar el bacteriófago en las placas (ver ap. 2.3.4.1) a la
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densidad deseada. empleando solución de agarosa blanda en la

capa superior. Incubar durante más de 12 h a la temperatura
apropiada, usualmente 37·C (nota a).

2. Dejar las placas crecidas a 4
o

C de 30 a 60 min.
3. Tornar un filtro de nitrocelulosa circular (85 mm 0)

(Schleicher y Schuell BA8S) , escribir el nombre de la placa
con lápiz en un lado.

�. Con a)Lrla de unas pinzas poner el filtro sobre la placa de
cultivo. Con una aguja hipodénnica 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 erfiltro de nitrocelulosa con cuidado de no arrastrar

agarosa (nota b).
l. Sumergir en una placa de Petri con 40 ml solución 1,

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 0 con 200 ml solución

11, neutralizante. Dejar 1 mino
10. Sacar el filtro. Escurrir sobre papel de filtro.
11. Sumergir en una placa de Petri de lS cm 0 con 200 mI solución

111. Dejar de 30 s a 1 mino
12. Escurrir sobre papel de filtro. Dejar secar 20 min a

temperatura ambiente entre hojas de papel de filtro.
13. Para fijar el D�A a la nitrocelulosa se incuban los filtros a

80·C en una estufa durante 2 a 3 h (notas d, e, f).

D1SOLliC1o.N"ES

Disolución de agarosa blanda

0.7 % agarosa en medio LB

Disolución 1

NaOH 0.1 N
NaCl 1. 5 !'1

Para 50 ml

agua.

5 ml NaOH 10 N, 15 ml NaCl 5 N y 30 mI

Disolución Ir

Tris-HCI O.S M pH 7.5
NaCl 1.5 M

Para 200 ml : 60 ml NaCI 5 N, 50 ml Tris-HCI 2 N pH 7.S
y 90 ml agua.

Disolución IrI

SSPE 2x
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OBSERVACI�'ES

a. Conviene emplear solución de agarosa blanda en lugar de agar
pues al enfriarse es más consistente y se evita el arrastre
de medio por el fil tro al hacer la réplica.

b. Se pueden hacer 2 réplicas por placa. En ese caso, para hacer
la primera se dejará el filtro 20 s y para la segunda 2 mino
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
disolución 1 y 11 cada 25.

d. No es conveniente dejar los filtros más de 3 h a 80·C, para
fijar el DNA, pues se hacen frágiles.

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 agitación
durante 1 h. Secar a temperatura ambiente entre hojas de

papel de filtro. No conviene deshibridarlos más de dos o

tres veces.

2.8.6. REPLICAS DE OX.oNIAS DE BACI'ERIAS

Permite buscar secuencias homólogas a la sonda empleada
di rectamente sobre las colonias bacterianas crecidas .. en una placa
de cultivo.

PROCEDH1IE\'TO

1. Crecer las colonias en las placas de cultivo.
3. Tomar un filtro de nitrocelulosa circular (85 mm l1l )

(Schleicher y Schuell BA85), escribir el nombre de la placa
con lápiz en un lado.

4. C�n a)� 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 3,oC para que las colonias
vuelvan a crecer.

7. Colocar el filtro con la cara de las colonias hacia arriba
sobre papel 3r-t1 empapado en disolución 1, desnaturalizante.
Dejar 5 mino 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 3MN empapado en disolución JI,
neutralizante. Dejar¡ 5 mino

10. Escurrir los filtros sobre papel de filtro.
11. Colocar los filtros sobre papel 3M!"! empapado en disolución

11, neutralizante. Dejar 5 mino

12. Meter los filtros en una cubeta con etanol al 70 %,
únicamente 10 S.

13. Dejar secar los filtros sobre hojas de papel de filtro a
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temperatura ambiente.
14. Fijar el D�A a la nitrocelulosa incubando

hojas de papel de filtro a 80·C durante 2
los filtros entre

a 3 h.

OBSERVACION"ES

a. En la mayor parte de las réplicas suelen quedar restos de
colonias y de medio adherido a la nitrocelulosa. Es
conveniente eliminar estos restos pues dificulta la correcta

hibridación. Se eliminan despues del lavado en etanol al 70
% (paso 12) o, preferiblemente, despues de la prehibridación
de los filtros.
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2.9 MARCAJE RADIACTIVO DE DNA

El desarrollo de las técnicas de marcaje de ácidos nucleicos
ha jugado un papel decisivo en la investigación del DNA
recombinante. A lo largo de la última década se han desarrollado
una serie de técnicas para incorporar marcaje radiactivo a los
ácidos nucleicos con elevada eficiencia. Como rev�s�on de los
métodos de marcaje ver "Nucleic acid LabelLing "; llames y Higgins (
1985 ). En nuestro trabajo se han empleado sondas de DNA marcadas
radiaetivamente para :

- "Southern blots" detección de DNA fraccionado en gel
despues de transferirlos a membranas de nitrocelulosa o

nylon (ap. 2.8.1 y 2.8.2).
- "Dot blots" : deteeción de DNA no fraecionado inmovilizado
sobre membranas de nitrocelulosa.
- "blots" de colonias o placas: detección de DNA liberado
por baeterias lisadas o bacteriófagos e inmovilizado a

membranas de nitrocelulosa.
- secuenciación 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 Ex�remos 3' con DNA polimerasa 1 y aS2P dNTP
3.3 Extremos 5' con terminal transferasa y aS 2 P ddATP

Como trazador se empleó siempre a 2 P excepto en las
reacciones de secuencia en que se usó también 35S.

2.9.1 MARCAJE DE DNA :roR "NICK TRANSLATION"

Esta técnica fue la más utilizada. Se puede emplear con una

variedad de marcajes para generar sondas adecuadas para muchas

aplicaciones de hibridación. Su mayor ventaja sobre otros métodos
de marcaje uniforme de DNA es su flexibilidad con respecto a

factores tales como el tamaño de la sonda, actividad específica y

concentración. Es especialmente adecuado para la producción de

grandes cantidades de sonda para utilizar en hibridaciones

múltiples que requieran elevadas concentraciones de sonda y altas
actividades específicas.

,

La r-eaccaon de "nick translation" comprende la aocaon

simultánea de dos enzimas: deoxirribonucleasa 1 pancreática
(DNAsa 1) y DNA polimerasa 1 de E.colL La DNAsa 1 introduce

roturas al azar ("nicks") en una de las hebras de la molécula de

DNA, liberando extremos 3' hidroxilo y 5' fosfato. La DNA

polimerasa 1 presenta dos actividades que actúan en esos puntos

materiales y métodos 149



de rotura del DNA. Nediante su actividad exonucleasa 5' -3', a

partir del extremo 5' fosfato. elimina sucesivamente nucleótidos.
Sirnultaneamente su actividad polimerasa 5' -3' añade nucleótidos a

partir del grupo 3' hidroxilo libre empleando la cadena de DNA
corno molde. De este modo la rotur� ("nick") se desplaza a lo

largo de la molécula de DNA. Debido a que la DNAsa 1 introduce
roturas al azar en la molécula de D�A el efecto neto es la

producción de una población de moléculas de DNA uniformemente
marcadas. Empleando uno o más deoxirribonucleótidos marcados se

pueden conseguir actividades específicas elevadas (1 x 10[, cpm
3 2 P / !Jg de DNA).

Un factor muy importante en la reaCC10n es la cantidad de
DNAsa 1 presente. Un defecto en la cantidad de DNAsa 1 es causa

de bajas incorporaciones y un exceso conduce a una fragmentación
excesiva de la molécula de DNA, con lo que se incrementa
considerablemente el fondo inespecífico de las hibridaciones. Las
condiciones óptimas son aquellas que permiten la incorporación
del 30 al 60 % del marcaje y que generan fragmentos de DNA de
cadena sencilla de alrededor de 300 nucleótidos. Para una

revasaon en profundidad de la técnica ver "Nucleic acid
1abe11 i.ng

"

, "LabelLí.ng of DNA w-i th 32 P by nick translation".

El método fue descrito por Rigby y Dieckmann (1977) y tomado
de Maniatis (1982).

PROCEDIMIEN10

a. Reacción de marcaje

1. Mezclar en un tubo eppendorf (nota a)
2.5 !JI tampón de nick (lOx)
2.5 !JI solución de nucleótidos (10x)
x !JI DNA (100 a 200 ngr)
(18 - x) !JI agua estéril

2. Diluir el enzima DNAsa 1 en agua a 10-5.
3. Añadir los enzimas (nota c) :

1.0 !JI DNAsa 1 (dilución 1 x 10-5 del stock DNAsa 1 de
1 mg/ml)

1.0 !JI DNA polirnerasa 1 E. coli (10 U/!Jl)
4. C.entrifugar brevemente.
5. Añadir 2.0 !JI (20 !JCi) a32P dATP (10 !JCi / !JI) (nota b).
6. Agitar con la pipeta. Incubar 1 h 30 min en baño de agua a

13'C (nota d) .

7. Parar la reacción añadiendo 5 !JI EDTA 0.5 M pH 5.2. Si se va a

proceder a ligar la sonda pasar a 9 (nota g).
8. Añadir

170 !JI tampón TNE
2 !JI solución azul de brornofenol
5 !JI DNA de salmón (10 rng/ml)

y proceder a separar el DNA marcado de los nucleótidos
libres (paso 15) (nota el.
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b. Reacción de ligación de la sonda

9. Calentar 10 min a 65·C para inactivar completamente los
enzimas DNAsa 1 y DNA polimerasa 1.

10. Añadir:
150 �l MgCl2 10 m�
20 �l tampón de ligación (lOx)
2.5 �l ATP 80 m....l
2.0 �l DTI 1 N

11. Centrifugar brevemente.
12. Añadir una punta de pipeta de T4 DNA ligasa (NEN) (10 U/�l)
13. Incubar de 2 a 3 h a temperatura ambiente.
14. Añadir:

5 �l DK� de salmón (10 mgr/ml)
4 �l NaCI 5 N (o 30 �l acetato sódico 3M pH 5.2)
2 �l solución de bromofenol

c. Separación de los nucleótidos libres

15. Tomar 1 �l de la solución para contar las cpm, sobre 5 mI de

SupersolveR•
16. Añadir 400 �l de etanol absoluto frío (-20·C).
17. C€ntrifugar 10 min a temperatura ambiente, para evitar que

precipiten los nucleótidos (nota e).
18. Eliminar el sobrenadante que se desecha como residuo

radiactivo. Lavar el sedimento con 1 ml de etanol al 70 %.
Centrifugar 10 min a temperatura ambiente. Eliminar el
sobr-enadant.e , rechazado como residuo radiactivo. Secar el
sedimento.

19. Resuspender el sedimento en 200 �l de tampón TE pH 7.5.
20. Contar 1 �l sobre 5 mI de SupersolveR (nota f).
21. Conservar el tubo con el DNA marcado en un vial de plomo a-

20·C.

DISOLUCIONES

Tampón de nick (lOx)

Tris-Hel 0.5 M pH 7.5
MgS04 0.1 M
DTI 1 mM
BSA 1 rng/ru

Conservar a -20·C. Emplear BSA (calidad para ácidos

nucleicos, ap. 2.2.�).
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Disolución de nucleótidos !10x)

dATP dTIP dGTP dCTP
- A (x10) 0.2 0.2, 0.2
- T (x10) 0.2 0.2 0.2

G (x10) 0.2 0.2 0.2

C (x10) 0.2 0.2 0.2

Se preparan diluyendo en agua a partir de stock s

preparados según Maniatis y col. (1982) a 20 mM.

Tampón ThTE

Tris-HCl 10 rrtl pH 7.5
EDTA 1 mM
NaCI 150 rnl"I

Disolución de azul de bromofenol

azul de bromofenol 1 % en agua

Tampón de ligación !10x)

Tris-HCI 0.5 M pH 7.5

MgCb 0.1 M

Sephadex G-50

Para inflar el gel añadir 12 ml agua estéril por gr

Sephadex (el gel se infla aprox 9-11 ml/g) , y dejar más

de 3 h a 20·C o al menos 1 a 90·C. Eliminar el resto de

líquido por decantación. Se puede esterelizar en

autoclave. Es conveniente no emplear agitadores
magnéticos en el proceso de inflado ("Gel fil tration.
Theory and Practice").

OBSERVACIONES

a. Cantidad de DNA. Con 100 a 200 ng'r de DNA hay suficiente para
la mayor parte de las aplicaciones, aunque pueden marcarse

cantidades mayores, hasta 1 IJg, sin variar las condiciones
que se describen. La utilización de cantidades menores de
DNA se justifica por la economización de éste, por la
necesidad de actividades específicas máximas así como por el
hecho de que en algrmos procesos de purificación de

fragmentos de DNA a partir de geles se arrastran
contaminaciones que inhiben la DNA polimerasa l. Al reducir
la concentración de DNA en la reacción se diluye asimismo el
inhibidor y aumenta la eficiencia del marcaje. Nuestra
experiencia es que el DNA purificado desde geles por el
método de papel DEAE celulosa ( ap. 2.7.2) no presenta
problemas.
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b. Radiactividad empleada. Se emplean por r-eaocaon 20 JlCi de 32 P
cuando se trata de las presentaciones aH P dATP de 400 :r 800
Ci/mmol (Amersham PBI0164 y PB10138). En el caso de emplear
la presentación de 3000 Ci/mmol (Amersham PB10204) es

necesario poner de 30 a 40 JlCi para ajustar la concentración
de dA� en la reacción.

c. La disolución de DNAsa 1 se preparó siempre:
1 Jll DNAsa 1 (1 mgr/ml) en 1 ml de agua estéril (sol. Al
10 Jll sol. A (10-3 mgr/ml) en 1 ml de agua estéril.

d. La r-eaocaon de marcaje se realiza a baja temperatura (13
15· C) debido a que temperaturas superiores pueden causar una

rápida degradación de la sonda debida a un incremento de la
actividad del enzima DNAsaI y de la actividad exonucleasa
5' -3' del enzima DNA polirnerasa l. Asimismo se ha observado
(Rigby y Dieckmann, 1977) que por encima de 20·C el proceso
de "nick translation" puede ser reemplazado por
desplazamiento de cadenas. En ese caso una cadena en

elongación desplaza residuos del dúplex en lugar de
escindirlos con la actividad exonucleasa 5'-3'. Bajo esas

condiciones es posible que la DNA polimerasa 1 copie una

cadena desplazada produciendo regiones de complementariedad
dentro de la misma cadena.

e. La separación de nucleótidos no incorporados de la sonda es

necesaria para evitar un fondo inespecífico elevado en la
hibridación. Además es importante eliminar el exceso de

radiacth·idad, inútil, por su propáa peligrosidad. La

precipitación con etanol si bien elimina la mayor parte de
los nucleótidos incorporados no 10 hace completamente. Se

consigue una mejor separaclon empleando una purificación a

trayés de columnas de Sephadex-G50 (Maniatis et al, 1982)
según el proceso que se describe :

1. Colocar en el interior de una jeringa de 1 ml un

poco de lana de vidrio siliconizada, y apretarla con el

émbolo.
2. Llenar la jeringa con Sephadex-G50 inflado en agua

estéril.
3. Colocar la jeringa en el interior de un tubo de

cristal de modo que quede colgando.
4. Centrifugar a 1600 gaya temperatura ambiente en una

centrífuga con rotor basculante (2100 rpm en SORVALL

RT6000) 2 mino
5. Rellenar la jeringa con más Sephadex y centrifugar
de nuevo.

6. Repetir la operación 5 hasta que sólo quede espacio
en la jeringa para 200 u I aproximadamente. El gel en el

interior de la¡columna tiene aspecto agrietado.
7 • Cargar 200 Jll de tampón Th"E en la columna.

Centrifugar.
8. Repetir la operación 7 dos veces.

.

9. Poner la jeringa en un nuevo tubo de crIstal dentro

del cual se ha introducido un tubo eppendorf sin tapa.
10. Cargar la muestra radiactiva, a una concentración
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de NaCl de 0.15 M aproximadamente. Centrifugar.
12. El DNA atraviesa la co Iumna y queda en el eppendorf
al fondo del tubo, en la columna quedan retenidos los

nucleótidos y el colorant�. Si pasa colorante la

separación no habrá sido completa y se tendrá que
repetir. Pasar el líquido del eppendorf a otro tubo.
Desechar la jeringa como desecho radiactivo.

f. Las incorporaciones conseguidas oscilaron entre el 20 y el 50

%, y alcanzaron actividades específicas de 0.5 a 2 x 10" cpm
32p / �g DNA empleando un solo nucleótido marcado. Cuando se

emplean dos o más nucleótidos marcados puede llegar a ser de

1.5 x 109 cpm 32p / �� DNA.

g. Las sondas suelen ligarse cuando se trata de fragmentos
pequeños,de -150 a 500 bp. En nuestro caso se ligaba en la

mayor parte de los casos pues las sondas más empleadas
fueron de 300 a 900 bp. De este modo se conseguían sondas de

un tamaño más uniforme.

2 . 9 . 2 MARCAJE DE DNA FOR "RAN"'IXl'l PRlr-IER
"

Los métodos de 'polimerización a partir de cebador' ("primer
extension" ) emplean la capacidad de las DNA polimerasas de
sintetizar una nueva cadena de DNA complementaria a una cadena
molde iniciándose a partir del extremo 3' hidroxilo que puede ser

suministrado por un oligonucleótido corto unido al molde. Es
esencial en este proceso emplear una DNA polimerasa que carezca

de actividad exonucleasa 3'-5' para preservar la integridad del
cebador. Por ello se suele emplear el fragmento grande de la DNA

polimerasa 1 de E. coli. o polimerasa Klenow.

En la técnica de "random primer" descrita por Fe i.nber-g y

Vogelstein 1983; 1984) hexanucleót idos de secuencia al azar

producidos ya sea por digestión con D��aI de DNA de timo de
ternera o por síntesis de oligonucleótidos, se han empleado como

cebadores para preparar copias marcadas tanto de DNA como de RNA.
Esta técnica consigue DNA marcado con una elevada actividad

espec
í

fIcair-de 1.8 X 109rcpm 32p / �g DNA cuando se emplea un

solo nucleótido marcado. Cuando se emplean tres nucleótidos
marcados sólo se consigue un ligero aumento en la actividad
específica (3 x 109 cpm 3Zp / � DNA).

La cantidad de DNA empleada como molde en la reacción es

mucho menor que la necesaria para un marcaje por "ní.ck
translation" de 10 a 25 ngr. La incorporación de radiactividad es

del iO al 80 % en reacciones de 3 a 4 h a temperatura ambiente
(25·C). La cantidad de sonda sintetizada es menor que en una

reacción de "nick translation" y su actividad específica es muy
superior. Es una técnica idónea para situaciones como la
localización de genes de copia unlca en "blots" genómicos
("Southern blot") donde se requieren sondas de elevada actividad
específica y baja concentración. El tamaño de los fragmentos
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marcados oscila entre 100 y 200 nucleótidos, y se ha observado
que la variación de tamaños es mayor que en los marcajes por
"nick translation".

Se siguió el procedimiento descrito en el manual
suministrado con el kit "Multiprime DNA LabeLl i.ng system" de
Amersham (Amersham, RPN1600Z). La composición de las soluciones
se indica sólo cualitati��ente. Como nucleótido marcado se

empleó habitualmente aH P dATP de 3000 Ci/nmol (Amersham
PB10204) •

I'RCXE)IMIEN'TO

1. Preparar una solución del DNA a marcar a una concentración de
25 I-Igr / ml en agua o tampón TE.

2. Poner en un tubo eppendorf :

2.5 1-11 solución DNA (25 I-Ig / mI)
20.5 1-11 agua estéril

3. Incubar a 95 - 100'C durante 10 mino Clavar en hielo.
4. Añadir

4 1-11 solución TTP (100 j.JM)
4 1-11 solución GTP (100 j.JM)
4 1-11 solución CTP (100 j.JM)
5 1-11 tampón de reacción (nota d)
5 1-11 solución de cebador + ESA

5. Centrifugar brevemente.
6. Añadir de 30 a 50 I-ICi al 2 P dATP.
7. Añadir 2 1-11 polimerasa Klenow (5 U / 1-11). Agitar con la

pipeta, no violentamente pues puede perder actividad el
enzima.

8. Incubar de 3 a 5 h a temperatura ambiente dentro de un vial de

plomo (nota a).
9. Añadir

6 1-11 acetato sódico 3 M pH 5.2
5 1-11 tRNA (10 mg/ml)
125 1-11 etanol absoluto frío (-20'C)

10. Centrifugar 10 min a temperatura ambiente (-nota b).
11. Eliminar el sobrenadante. Tratarlo como desecho radiactivo.
12. Lavar el sedimento con 1 mI de etanol al 70 %. Centrifugar 10

min a temperatura ambiente. Eliminar el sobrenadante. Secar

el sedimento.
13. Resuspender el sedimento en 200 1-11 de tampón TE pH 7.5.

14. Contar 1 1-11 de la solución sobre 5 ml de SupersolveR (nota c,

e) •

DISOLUCIONES

Tampón de reacción

Tris-HCl pH 8.0
MgClz
2-mercaptoetanol
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Solución de cebador + ESA

hexanucleótidos a1 azar en solución acuosa con BSA libre de

nucleasas.

OBSERVAC1ON"ES

a. La temperatura de incubación y el tiempo de reacción pueden
elegirse a conveniencia pues la reacción alcanza un máximo

de incorporación a las pocas horas que no se reduce

s í.gn
í

f'Lcat.í.vament.e durante un período de 24 h. Una

temperatura ambiente de 25°C durante 3 a 5 h es suficiente,
pero las reacciones pueden desarrollarse toda una noche.
Cuando se emplean 2 nucleótidos marcados o más la tasa de

incorporación se reduce, al ser la concentración de éstos

limitante, y se requieren un mínimo de 5 h para una

b.
incorporación máxima.
Si la incorporac10n es superior al
eliminar de la solución los nucleótidos
nuestro caso se eliminaron siempre.

50 % no es necesario
no incorporados. En

c. Para medir la incorporación se pueden contar 2 !JI del
sobrenadante del paso 11, o bien calcularlo a partir de un

valor teórico.
d. La composición del tampón de reacción sólo la conocemos de

modo cualitativo. Feinberg y Vogelstein (1984) describen el

tampón OLB de reacción como

250 ml'1 Tris-HCl pH 8. O
25 mM t-1gCI2
0.4 % (v/v) 2-mercaptoetanol
600 mM HEPES pH 6.6
1.2 M NaOH

e. El tamaño de las sondas se comprobó por electroforesis en

geles de agarosa alcalinos (ap. 2.5.1.2) variando entre 100
y 180 nucleótidos.

2 • 9 • 3 MARCAJE 'I'ERl"IINAL DEL DNA

Se han desarrollado una amplia variedad de técnicas para
introducir marcaje en los extremos 3' o 5' del DNA lineal o del
RNA. Usualmente sólo se incorpora uno o pocos nucleótidos
marcados por lo cual las actividades específicas que se consiguen
son mucho menores que las alcanzadas con los métodos de marcaje
uniforme.

Se emplearon las técnicas :

- adición de un fosfato marcado J en 5', con garrma3 2 P ATP y
T4 polinucleótido quinasa.
- rellenado de los extremos 5' protuberantes con DNA
polimerasa 1 en presencia de a32P dNTP.
- adición de un nucleótido marcado en 3' con terminal
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transferasa y a32P ddATP.

la utilización de uno u otro método depende del tipo de
extremo del DNA a marcar y del tipo de nucleótido disponible.

2.9.3.1 Marcaje en extremo 5' con gamna32P ATP
y polinucleótido guinasa

El enzima T4 polinucleótido quinasa cataliza la
transferencia del fosfato en posición gamma de un ribonucleótido
5'-trifosfato donador a un grupo 5' hidroxilo de un

polinucleótido, oligonucleótido o nucleósido 3' fosfato aceptor
(Richardson, 1981).

El donador más comurunente empleado para marcaje terminal es

gamna3 2 P ATP. El grupo fosfato marcado es transferido al DNA que
dispone de un grupo hidroxilo en poS1Clon 5'. Esta es la
denominada reacción directa. Muchos polinucleótidos , por ejemplo
los resultantes de digestión con endonucleasas de restricción,
tienen un grupo fosfato en poS1Clon 5' que debe ser eliminado
utilizando fosfatasa alcalina antes de que pueda ser usado como

sustrato de la reacción de marcaje con kinasa. Esta fase puede
eyitarse realizando una reacción de intercambio con la T4

polinucleótido quinasa en presencia de un exceso :de ADP. En estas
condiciones el enzima T4 polinucleótido quinasa tiende a

transferir el fosfato 5' terminal del DNA al ADP y a refosforilar
el DKA tomando el fosfato marcado del ganma? 2 P ATP. Esta

reacción, aunque más conveniente que la directa que implica una

desfosforilación con fosfatasa alcalina es considerablemente

menos eficiente. En nuestro caso siempre se empleó la reacción

directa.

a. Desfosforilación del DNA

1. Digerir 5 - 20 pmol de DR� (10 - 40 pmol de extremos) con un

enzima que libere extremos 5' protuberantes o romos (nota
a). Comprobar que la digestión sea completa por
electroforesis en geles de agarosa (nota b).

2. Extraer la mezcla de digestión con un volumen igual de fenol

cloroformo y luego con éter. Precipitar el DNA con etanol.

Redisolver el DNA en 10 �l de agua estéril (nota c).
3. En un tubo eppendorf mezclar :

10 �l DNA (10 - 40 pmol de extremos)

2 �l tampón CI� (10x)
(8 - x) �l agua
x �l de fosfatasa alcalina

Diluir la fosfatasa alcalina (Boehringuer 25 U / �l) 1/10 en

tampón CIP (Ix}. Poner 1 u l por cada 10 pmol de extremos

(0.25 U / pmol de extremos).
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i"lezclar bien. Incubar 1 h a 37'C si son extremos 5'

protuberantes -:.. 30 min a 56' e si se trata de ext.remos romos.

o. Añadir 30 uI de tampón TNE y 2.5 u l de SDS 10 %. lnactivar el

enzima calentando 30 min a 69'(.. ,

6. Extraer con un ....o Iumen igual de fenal
intensamente con el vórtex ( 3 min ) ,

temperatura ambiente. Transferir la
tubo.

;.¡ •

- cloroformo. Agitar
Centrifugar 2 min a

fase superior a otro

7. Reextraer el fenal con 50 u I de tampón Th"E. Reunir las dos
de nuevo con fenal - cloroformo.fases acuosas y extraer

EA-traer con éter.
8. Añadir 1/10 volumen de acetato sódico 3 N pH

con dos volúmenes de etanol.
9. Secar. Resuspender en 5 �l de agua estéril.

5.2 y precipitar

b. Reacciones de marcaje

E.xtremos 5' protuberantes

10. En un tubo eppendorf poner'
5.0 �l DNA desfosforilado (10 - 40 prnol extremos)
2.0 mI tampón quinasa (1) (10x)
6.0 �l gamma32P ATP (3000 Ci/mmol, 10 �Ci/�l)
6.0 �l agua estéril
1.0 �l '1'4 polinucleótido quinasa

Hay que conseguir una concentración mínima de 1 W1 ATP en la
reacción.

11. Mezclar e incubar 1 h a 37·C.
12. Parar la reacción con 1.0 �l EDTA 0.5 N pH 8.0. Extraer con

un volumen igual de fenal - cloroformo y con éter.
13. Añadir acetato amónico 10 M hasta una concentración final de

3 l'vl s precipitar con etanol.
14. Lavar dos veces con etanol al 70 %. Secar al vacío y

resuspender en tampón TE pH 7.5.

E.xtremos romos

Las moléculas de DNA con extremos romos se marcan con mucha
menor eficiencia que las moléculas con extremos protuberantes. La
eficiencia de marcaje aumenta si se desnaturaliza el DNA por
calor antes de la reacción enzirnática, ya que así los extremos 5'
se hacen más accesibles a la quinasa.

15. En un tubo eppendorf poner :

5.0 �l DNA desfosforilado (10 - 40 prnol de extremos)
4.0 �l agua estéril
1.0 �l tampón de desnaturalización (10x)

16. Calentar 2 min a 90·C, enfriar rápidamente en hielo.
C€ntrifugar brevemente.

1i. Añadir:
2 . O �l tampón quinasa (l I) (1Ox )
6.0 �l gamrna32P ATP (3000 Ci/rnmol, 10 �Ci / �l)
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2.0 �l T4 polinucleótido quinasa (NEN, 10 U / �l)
10.0 �l agua estéril

18. Mezclar bien. Incubar 30 min a 3i·C.
19. Parar la reacción añadiendo 1 �l EDTA 0.5 M pH 8.0. Extraer

con un volumen igual de fenol - cloroformo y con éter.
20. Añadir acetato amónico 10 M hasta una concentración final de

3 M. Precipitar con 2 volúmenes de etanol.
21. Lavar dos veces con etanol al 70 % y secar en vacío.
22. Resuspender el sedimento en tampón TE pH 7.5.

DISOWCION"ES

Tampón CIP (10x)

Tris-HCl 0.5 M pH 9.0
MgCh 10 rnN

ZnCl2 1 mM

espermidina 10 mM

Tampón quinasa (1) (1 Ox )

Tris-HCl 0.5 M pH í.6
MgCh 0.1 M
D'IT 50 m\-l

espermidina 1 m'l'.l
EDTA 1 m'l'.l

Tampón guinasa (11) (lOx)

Tris-Hel 0.5 M pH 9.5
MgCh 0.1 M
D'IT 50 m\-l

glicerol 50 %

Tampón de desnaturalización (10x)

Tris-Hel 0.2 M pH 9.5
espermidina 10 mt.:!
EDTA 1 1Jl¡\-1

OBSERVACIONES

a. No es aconsejable marcar extremos 5' recesivos ya que la
eficiencia de marcaje es bajísima. Los extremos 5' recesivos

se pueden convertir en romos mediante la actividad
exonucleasa 3' -5' del fragmento Klenow de la DNA polimerasa

I
1.:

- Digerir el DNA con el enzima de restricción.
- Comprobar que la digestión sea completa cargando una

alicuota en un minigel.
- lnactivar el enzima calentando 10 min a 70·C.
- Añadir 5 a 10 U de polimerasa Klenow e incubar 1 h a
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temperatura ambiente.
- Extraer con 1 volumen de fenol - clorofonno y éter.
- Precipitar el DNA con etanol.

b. Si el DNA está contaminado con RNA, aunque en muy pequeña
proporción, éste último se marcará predominantemente en la

reacción enzimática. En caso de que sea necesario digerir
durante 30 mln a 37·C con 50 �g/ml de R��a A libre de

DNAsas.
c. La T4 polinucleótido quinasa es inhibida por los iones amonio.

No precipitar el DNA a partir de tampones que contengan
iones amonio antes de la reacción con quinasa.

d. Una e��resión útil para el cálculo de los picomoles de
extremos (P.E.) presentes en un microgramo de DNA lineal de

longitud .(L) en pares de nucleótidos es

3030

P.E./�g DNA lineal = --------

L

, 2.9.3.2 NarcaJe en 3' con a32 P �lP y DNA polimerasa 1

En presencia de deoxiribonucleótidos (d�lP) la actiyidad

polimerasa 5'-3' de la DNA polimerasa 1 puede emplearse para
rellenar extremos recesivos 3' producidos por cortes con

endonucleasas de restricción empleando el correspondiente extremo

5' como cebador. El producto es una molécula con los extremos

romos. Se pueden emplear los cuatro nucleótidos radiactivos con

lo cual se alcanza una actividad específica relativamente alta (1
a 2 x 107 cpn 32p / �g DNA). Hay que tener en cuenta en ese caso

que la actividad exonucleasa 3'-5' de la D�4 polimerasa 1 actuará
una vez llenado el extremo 3' recesivo intercambiando pirofosfato
eliminando el nucleótido tenninal. A bajas concentraciones de

nucleótidos, esto puede causar converS10n de todos los
nucleótidos correspondientes al nucleótido terminal en dNMP con

pérdida final de dicho nucleótido. Por ello se emplean tiempos de
reacción cortos (10 a 15 min). Con el fin de evitar la actuación
de la actividad exonucleasa 5'-3' se realiza la reacción en

condiciones de elevada concentración de sal y baja temperatura.
Por ello no se debe inactivar la polimerasa por calor pues se

favorece la reacción de intercambio (exonucleasa 3'-5') y la
exonucleasa 5'-3'.

La DNA polimerasa 1 se puede emplear también para marcar

extremos romos aprovechando su capacidad de intercambiar el
nucleótido 3' tenninal (actividad exonucleasa 3' -5') por uno

radiactivo (actividad polimerasa 5'-3').

PRO:EDIMIENTO

1. Digerir 5 - 10 pmol de DNA (10 - 20 pmol de extremos) (ver ap.
2.9.3.1 nota d) con un enzima que libere extremos 5'
protuberantes o romos. Comprobar que la digestión sea

160 materiales y métodos



completa por electroforesis en geles de agarosa.
2. Extraer la mezcla de digestión con un volumen igual de fenol

cloroformo y luego con éter. Precipitar el DNA con etanol.
Redisolver el DNA en 10 j..ll de agua estéril.

3. En un tubo eppendorf, en hielo, mezclar:
10.0 j..ll DNA (10 - 20 prool de eh�remos)
2.0 j..ll mezcla de nucleótidos
3.0 j..ll a32P dNTP (3000 Ci/romol, 10 j..lCi / j..ll)(notas c,d)
5.0 j..ll tampón DNA polimerasa 1 (lOx)
29.0 j..ll agua estéril

4. Centrifugar brevemente. �antener la mezcla en hielo 10 mino
5. Añadir 1.0 j..ll DNA polimerasa 1 (Biolabs 5 U / j..ll).
6. Incubar 10 min en hielo (nota al.
7. Separar los nucleótidos no incorporados por precipi tación con

etanol y dos lavados con etanol al 70 % (nota b).

DISOLUCI�"ES

TamPÓn DNA poI imerasa 1 (1Ox )

Tris-Hel 70 m1l,1 pH 7.4
NaCl 70 m!'l

MgC12 10 m1l,1

Hezcla de nucleótidos

2.0 mN de tres nucleótidos en agua

Preparar la mezcla de nucleótidos menos el nucleótido
radiactivo a partir de un stock 20 mM. Añadir 1 u.I de cada
uno de ellos y 7 j..ll de agua. Conservar a -20·C.

OBSERVACIONES

a. La actividad 5'-3'
inhibida por la

exonucleasa
sal y por

de la DNA polimerasa 1 es

la baja temperatura de la
reacción.

b , No inactivar el enzima por calor ya que se activaría la
exonucleasa. Por otro lado el incremento de temperatura
podría hacer que los extremos de DNA se separasen, y que se

hicieran susceptibles de digestión por la actividad
exonucleasa 3'-5'.

c. Si el fragmento de DR� tiene los dos extremos diferentes se

puede conseguir marcar sólo uno de los dos extremos,
utilizando como precursor radiactivo un nucleótido que se

encuentre en uno del los extremos y no en el otro.
d. Si el DNA no se va a emplear para. secuenciar, sino cano sonda,

preparación de marcadores, etc. se puede utilizar cualquier
nucleótido que esté en la secuencia de reconocimiento, sin

tener en cuenta el número de veces que se presenta este

nucleótido en dicha secuencia, ni si se van a marcar los dos

extremos.
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2.9.3.3 l-.Iarcaje en 3' con tenninal transferasa

y aH P dd4.TP

El enzima terminal-deoxinucleotidil-transferasa añade
deoxirribonucleótidos a los extremos 3' de los fragmentos de DNA.
No requiere un molde, añadiendo series de los nucleótidos

disponibles sobre el extremo 3' preferentemente si éste es

protuberante. Se puede conseguir incorporar sólamente un

nucleótido si se pone en el medio únicamente un (a32P)
dideoxiribonucleótido 5' trifosfato como precursor. Como carece

del grupo 3' hidroxilo la polimerización se detiene cuando se ha
añadido un residuo (Yousaf et al., 1984). El marcaje de extremos
3' romos por medio de terminal transferasa y a3 2 P dd�TP es del
orden de tres veces más eficiente que con T4 polinucleótido
quinasa. En presencia de iones C02 + el enzima puede adicionar
nucleótidos a e),.-tremos 3' recesivos pero la eficiencia de marcaje
es mucho menor.

PROCEDI1UE!'-I'TO

1. Digerir 5 - 10 pmol de Dl-';.-\ (10 - 20 pmoI de extremos) (ver ap ,

2.9.3.1 nota dl con un enzima que libere ex-tremos 5'

protuberantes o romos. Comprobar que la digestión sea

completa por electroforesis en geles de agarosa.
2. Extraer el DNA con un volumen igual de fenol cloroformo y

luego con éter. Precipitar con etanol y redisolver en 20.0

�l de agua (nota a).
3. Poner en un tubo eppendorf :

20.0 �l DNA (10 - 20 prool de extremos)
5.0 �l tampón TdT (10x)
5.0 �l a32P dd�TP (3000 Ci/rnmol, 10 �Ci / �l)
20.0 �l agua estéril
1.0 �l terminal-transferasa (Genofit, 15 U /�l)

4. Nezclar e incubar 1 h a 3,·C.
5. Extraer la mezcla de reacc10n con un volumen de fenol

cloroformo. Extraer con éter.
6. Añadir acetato amónico 10 M hasta una concentración final de 3

M. Precipitar con 2 volúmenes de etanol.
i. Lavar 2 veces con etanol al 70 % (a temperatura ambiente) y

secar al vacio

DISOLUCIONES

TamPÓn TdT (1Ox )

Cacodilato - KOH 1.4 M pH 7.6
Tris-HCl 0.3 M pH ¡.5
D'IT 1 mN
COC12 10 roN

Para evitar que el Co2 + precipite J añadir el CoClz en

último lugar y en constante agitación. En la mezcla de
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incubación este tampón se diluye 10 veces, bajando el
pH a 6.9.

OBSERVACIONES

a. Resuspender el DNA digerido en agua en lugar de tampón TE pH
7.5, ya que la terminal transferasa precisa de iones
divalentes (!'lg;2 + o C02 +) para ser activa, siendo la reacción
inhibida por el EDTA.
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2.10 HIBRIDAClOO DE SONDAS DNA

La tasa de formación de híbridos para sondas de cadena

sencilla sobre DK� fijado a membranas sigue una cinética de

primer orden donde la secuencia sonda se encuentra en gran exceso

sobre la secuencia diana. Para sondas de doble cadena la
situación es más compleja debido a que la reasociación de la

sonda en la disolución reduce la concentración accesible para la

hibridación.

El tiempo requerido para que la mitad de la sonda hibride

con el DNA diana viene determinado por

In 2

ti . 2 = (ecuación 1)
K.C

donde :

K es la constante de primer orden (l/mol nucleódido.s)
e concentración de la sonda (mol nucleótido /1)

La constante de la tasa de hibridación (K) es función de la

longitud de la sonda (Ll, de la complejidad molecular (N, número
total de pares de bases en una secuencia no repetida),
temperatura, fuerza iónica, viscosidad y pH. Los últimos cuatro
factores se incluyen en la constante kN' en la expresión:

(ecuación 2)

La fuerza iónica y el pH afectan escasamente la constante

(K). Se sabe por determinación empírica que la tasa máxima de
hibridación en disolución ocurre 25'C por debajo de la
temperatura de fusión (Tm) del dúplex. La temperatura de fusión
de una molécula de DNA es aquella a la cual la mitad de los

dúplex se encuentran disociados (Britten y Kohne, 1966)· Esto se

verifica para sondas de longitud superior a 150 bp (Cox et al.,
1983). Sin embargo, este óptimo de temperatura con máxima tasa de
reasociación es mucho más bajo para sondas cortas « 100 bp)
(Brahic y Haase, 1978; Wallace, 1983).

Bajo condiciones óptimas de hibridación la relación de
Wetrnur y Davidson (1968) para cualquier tamaño de sonda puede ser

descrita por la siguiente ecuación:

K = 3. 5 lOs LO. s N- 1 (ecuación 3)

Combinando las ecuaciones 1 y 3 se obtiene una expresión del
tiempo '(tl/2) en segundos que se requiere para hibridar la mitad
de la sonda a la diana :
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N In 2
tl/2 = ----------------

3 • 5 105 LO· 5 e
(ecuación 4)

lo que indica que el tiempo de hibridación es mínimo empleando
sondas de baja complejidad a elevadas concentraciones. Sin
embargo, la predicción, a partir de la ecuación, de que sondas
largas deberían precisar tiempos cortos de hibridación parece no

ser cierta, pues secuencias diana fijadas sobre el soporte
sólido pueden ser dificilmente accesibles por sondas grandes
(Brahic y Haase, 1978; Cox, 1983).

La tasa de hibridación puede aumentar en solución (Wetmur,
19i5) y en hibridaciones sobre DNA fijado a membrana (Wahl et al,
1979) empleando polímeros de dextrano aniónicos como por ejemplo
dextrán sulfato 500. En hibridaciones sobre membrana el efecto
del dextran sulfato es más pronunciado para polinucleótidos de
tamaño superior a 250 bp y no tiene efecto apreciable sobre
oli�onucleótidos de 14 bp (Meinkoth y Wahl, 1984). El incremento
de la tasa de hibridación es de unas 3 veces para hibridaciones
sobre membrana cuando se usan sondas de DNA de cadena sencilla y
del orden de 100 veces cuando se trata de sondas de DNA de doble
cadena (Wahl et al, 1979).

Dado que la concentración de la sonda es un factor decisivo
en la tasa de hibridación es recomendable emplear volúmenes

pequeños, por ejemplo hibridando en bolsas de plástico selladas.
Esto reduce la cantidad de sonda necesaria y la consiguiente
peligrosidad de su manipulación.

La formación de híbridos es un proceso reversible de ahí que
sea muy importante ajustar las condiciones de hibridación en

torno a las óptimas para todos los factores que influyen a fin de
discriminar entre híbridos perfectos e imérfectos. La estabilidad

se puede determinar por la temperatura de fusión (Tm). La

temperatura de fusión está' influida por la -fuerza iónica ( M,
como concentración de Na· en mol/l, sabiendo que SSC (Ix) es

0.195 M Na·), composición de bases (% (G+C», la longitud de la
cadena más corta en el dúplex (n) y la concentración de elementos

desestabilizadores de la hélice como la formamida (Schildkraut y
Lifton, 1965; McConaughy et al, 1969). Se ha establecido la

siguiente expresión para cuantificar la influencia de estos

factores

Tm = 81.5 'C +.16.6 log M + 0.41 (%(G+C» -

- 500/n - 0.7 (% formamida) (ecuación 5)

para sondas mayores de 50 bp, Los híbridos de oligonucleótidos
(14 - 20 bp) y DNA inmovilizado presentan una estabilidad menor

(Wallace, 1983). Se ha descrito una expresión empírica para .

determinar las condiciones óptimas de hibridación (Wallace et
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al., 1979>. La temperatura a la que la mitad de esos dúplex
cortos disocian (Td) cuando la hibridación se realiza en las
condiciones stándard (JX>r ejemplo 0.9!'J NaCl i viene dada JX>r la

siguiente eA�resion :

Td = 4 ¡G+C) + 2 iA+T) (ecuación 6)

donde G, C. A)' T indican el número de nucleótidos

corresJX>ndientes en el oli�onucleótido. Una temperatura de 5'(:

por debajo de Td se usa para detectar hibridación entre moléculas
con homolo�ía perfecta (Suggs et al., 1981; Wallace, 1983i.

Para híbridos de longitud superior a 150 bp, la Tm del DNA

dúplex decrece 1 'e por cada 1% de pares de bases desapareadas
(Bonner et al .• 19í3). Para híbridos menores de 20 bp la Td
decrece aproximadamente 5'(: por nucleótido desapareado.

El uso de formamida en la solución de hibridación reduce la
Tm en o.7'"e por cada 1 % de fonnarnida. Esto pennite reducir la

temperatura de hibridación con lo que se evitan los problemas
causados por la evaporación. Sin embar�o, la tasa de hibridación
se reduce a la mitad, por lo que los tiempos de hibridación se

deben incrementar de 2 a 3 veces.

Así pues, la severidad de la hibridación ("stringency") se

debe ajustar fijando la concentración de sal y/o la de formamida

y cambiando la temperatura. La severidad puede ajustarse tanto
durante la hibridación como durante los lavados. En a.Igunas
aplicaciones es conveniente hacer la hibridación con poca
severidad :,,- lavar incrementando ésta, analizando los resultados
despues de cada lavado. Esto penni te la detección de secuencias
relacionadas y segtrir la eficacia de los lavados para eliminar
esas secuencias.
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Tabla 2. 7 : Temperaturas de fusión de DNA en frmción del % (G+C)
�. de la concentración de sal ( lx SSC = 0.195 M Na+) según la
ecuación 5.

DNA en el filtro Actividad específica de
la sonda (cpmiugr)

Cantidad de sonda afiad ida Tielpo de hibridación

j x 105 í 1 x lO' 3 a 4 horas

10.01 . 0.1 �grl

1 - 5 1 lO' 12 a 16 horas
(0.1 - 0.5 �gri

Tabla 2.8 Condiciones generales de hibridación (tomado de

Maniatis et al., 1982).

DliA clonado
(100 ngr /bamia i

f¡NA eucar iota

(lO �gri

i 1 i 01 - 10'
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2.10.1 HIBRIDACIOK DE DNA SOBRE FR����106 DE RESTRICCION

Como sonda radiactiva se utilizó f siempre DNA marcado por
"nick translation" I ap , 2.9.1) y sólo ocasionalmente marcado por
"random primer" lap.2.9.21.

1. Colocar los filtros en bolsas de plástico sellables por calor

de modo que queden ajustadas por dos lados paralelos. La

bolsa en el otro sentido ha de ser más larga que el filtro.
Sellar sólo 3 lados.

2. Añadir la solución de prehibridación (nota al.
3. Eliminar las burbujas aplanando la bolsa. Sellar el lado

abierto lo más alejado posible del filtro evitando que

queden burbujas. Si se va a incubar en un baño es

conveniente colocar la bolsa dentro de otra mayor.

4. Incubar más de 2 h (más de 5 h s i se trata de una membrana de

nylon) en un baño o estufa a la temperatura apropiada con

agitación.
5. En un eppendorf poner

x !JI de sonda radiactiva

(1000 - x) !JI de agua
incubar en agua a 90 - 100°C durante 10 m (nota c,d).

6. Añadirlo inmediatamente sobre la solución de hibridación

atemperada a la temperatura de hibridación.
i. Cortar la bolsa donde está el filtro por una esquina. Tirar la

solución de prehibridación.
8. Poner la solución de hibridación con la sonda. Aplanar la

bolsa evitando las burbujas. Sellar. Verificar que no hay
fu.�as.

9. Incubar una noche (> 12 h) a la temperatura adecuada en baño o

estufa con agitación.
10. Para eliminar la sonda cortar la bolsa por una esquina y

recoger el líquido sobre un tubo Falcon de 50 ml. Terminar
de cortar la bolsa. Sacar el filtro.

11. Sumetgir el filtro' en solución 1 de lavado, 20 m a la
temperatura de hibridación, con agitación. Hacer 1 cambio.
El volumen depende del tamaño del filtro entre 200 y 500 mI.

12. Pasar el filtro a solución 11 de lavado, 20 m a la
temperatura de hibridación, con agitación. Hacer 2 cambios.

13. Dejar secar los filtros al aire sobre papeles de filtro
durante 10 a 20 m.

14. Exponer los filtros en una casette autoradiográfica frente a

una película de autoradiografia de 2 h a 3 d (nota b).

DISOWCIO:N'ES

La composición de las disoluciones dependerá de las
condiciones de la sonda, compoaa.caon en bases, etc... A
continuación se citan soluciones que se han empleado con
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frecuencia.

Disolución de prehibridación

SSC 2x
Denhardt 2x

Disolución de hibridación

SSC 2x
Denhardt 2x
1 x 105 - 0.5 X 106 cpm Iml de sonda

Disoluciones de lavado

Solución 1
Solución Il

SSC
2x
O.lx

SDS
0.1 %
0.1 %

OBSERVAC1ON'"ES

a. El volúmen de hibridación es grande, de 10 a 15 ml para
filtros de 9 x 6 cm, y proporcional para mayores tamaños. El
volumen de hibridación ha de ser el menor posible que
mantenga la bolsa sumergida para atunentar al máximo la
concentración de sonda. Usualmente se empleó como volumen de
prehibridación el doble del de hibridación.

b. En este tipo de hibridaciones la cantidad de DNA ligada al
fil tro es muy grande; por ello las exposacdones suelen ser

muy cortas, de 1 a 8 h. Por el mismo motivo, no es necesario
saturar el filtro con DNA de esperma de salmón con la
excepción del que aporta la propia sonda, a excepción de los
filtros de nylon que si se han de saturar.

c. La actividad específica de la sonda en estas hibridaciones
resultó ser de 107 106 cpm/�gr DNA. Se emplearon de 105 a

0.5 x 106 cpm Iml de solución de hibridacián.
d. Conviene manipular con cuidado tcxias aquellas soluciones que

contienen sonda radiactiva. Todo el proceso de manipulación
se realiza en el laboratorio de radiactividad y protegido
detrás de una pantalla. El material contaminado se debe
desechar o, si no es posible, hay que descontaminarlo con

una solución de pirofosfato sódico 0.1 M.

2.10.2 HIBRIDACIONES DE DNA SOBRE DNA GENOMlOO

Como sonda radiactiva se empleó siempre DNA marcado por
"random primer" (ap.2.9.2).
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P.RlX:ED INITh""I'O

Prehibridación

1. Introducir la membrana de
sellable por calor. Añadir
sellar la bolsa.

2. Incubar de 12 a 24 h a 68'C.

nylori en tma bolsa de plástico
la solución de prehibridación y

Hibridación

3. Cortar una e�quina de la bolsa, retirar la solución de

prehibridación y añadir la solución de hibridación.

4. Desnaturalizar la sonda (nota b) calentando o min a 100'C,
poner rápidamente en hielo.

5. Añadir la sonda a la solución de hibridación. Sellar la bolsa

teniendo mucho cuidado de que no queden burbujas.
6. Incubar de 12 a 24 h a 68·C.

Lavados

,.. Abr-Ir- la bolsa )
... retirar la solución de hibridación.

8. Lavar los filtros :

- durante 20 min en 250 ml de solución 1 de lavado a 68'e, 2
veces.

- durante 20 min en 250 ml de solución II de lavado a 68'C,
3 veces.

- durante 20 min en 250 ml de solución III de lavado a 68'C.
9. Si no se va a reutilizar la membrana, dejar secar al aire. Si

se va a reutilizar, mantenerla húmeda (nota c).
10. E��ner la membrana dentro de una bolsa de plástico sobre

tma película autoradiográfica (nota a, d).

Deshibridación

Si el filtro quiere volverse a hibridar con otra sonda es

necesario deshibridarlo antes. Para ello se emplea el método
descrito (in. ("Membrane transfer and detection methods" Amersham).

11. Lavar el filtro en 500 mI de solución 1 de deshibridación, 30
min a 45<C.

12. Lavar el filtro en 500 ml de solución 11 de deshibridación,
30 min a 45·C. Conservar el filtro húmedo si ha de usarse a

lo largo de los dos dias siguientes. En caso contrario,
secar entre papel de filtro.

DISOLUCIO\'ES

Disolución de prehibridación

SSC 1.5 x

SDS 1.0 %
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BI...OTTO O. 5 %
DNA de espenna de salmón O. 5 mgr- Iml

El DNA de espenna de salmón se debe desnaturalizar
justo antes de añadirlo a la solución. Calentar a 100·C
durante 5 min y poner rápidamente en hielo.

Disolución de hibridación

CDn la misma composición que la solución de hibridación
más la sonda radiactiva a una concentración de al menos

106 cpm/ml de solución.

Disoluciones de lavado

SSC SDS
Solución 1 2x 0.1 %
Solución II Ov Ix 0.1 %
Solución III O.lx 1.0 %

Disolución 1 de deshibridación

NaOH 0.4 M

Disolución 11 de deshibridación

Tris-HCl 0.2 M pH ¡.5
SSC 0.1 x

SDS 0.1 %

OBSERVACIO:l\1ES

a. En este tipo de hibridaciones el filtro debe exponerse·
bastante tiempo, siendo este variable según el número de

copias que existan en el genorna para el gen con que se esté

trabajando. El tiempo oscila entre 2 y 7 dias.
b. La actividad específica de la sonda en estas hibridaciones

resultó ser de 10& - 109 cpm/�gr de DNA. Se emplearon al
menos 1Q6 cpm/ml de solución de hibridación.

c. Es importante que la membrana no se seque en ninguno de los

pasos.

2.10.3 HIBRIDACION�S DE DNA SOBRE COLONIAS

En este tipo de hibridaciones se utilizó como sonda

radiactiva DNA marcado pdr "nick translation".

PROCEDIMID1TO

El procedimiento es idéntico al descrito

Unicamente cambian los tiempos y las

prehibridación, hibridación y lavados,

en el ap.2.10.1.
soluciones de
debido a las
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características del DNA fijado al filtro de nitrocelulosa.

Prehibridación

4 - 6 h a 42 'c

Hibridación

48 h a 42 'c

Layados

- 1 lavado durante 10 min en SSC 5x SDS 0.1 % a temperatura
ambiente.
- 2 lavados durant e 20 min en SSC 5 x SDS 0.1 % a 68 'C.
- 3 lavados durante 20 min en SSC 0.5 x SDS 0.1 % a 68 'c.

Disolución de prehibridación e hibridación

formarnida 50 %

Fosfato sódico 50 m:"l pH 6.5
SSC 5 x

Denhardt 5 x

SDS 0.1 %

D�A de esperma de salmón 100 �gr/ml

OBSERVACIONeS

a. La severidad en este caso es menor que en otro tipo de
hibridaciones debido a las características del DNA fijado al

papel de nitrocelulosa, ya que es un DNA más sucio y más
difícilmente accesible que en los otros casos.

b. Se incluye formamida en las soluciones de prehibridación e

hibridación para evitar al máximo el fondo y aumentar la
resolución que en este caso es muy importante.

c. La actividad específica de la sonda resulto ser de 10; cpn/ugr'
D�A y utilizó a una concentración mínima de 106 cpm/ml de
solución de hibridación.

2.10.4 HIBRIDACIO�"ES DE DNA SOBRE PL�CAS DE BACTERIOFAGO

PROCEDINIThlO

Prehibridación

1. Poner en un cristalizador de 9 cm de 0 la solución de
prehibridación.

2. Dejar sumergir los filtros uno a uno, procurando que queden
bien empapados.
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3. Sellar el cristalizador. Envolverlo en plástico. Incubar más
de 2 h a 65'C.

Hibridación

4. Desnaturalizar la sonda (nota a) y añadirla sobre la solución
de hibridación en un cristalizador de 9 cmts de � atemperado
a 65"C.

5. Sacar los filtros de la solución de prehibridación y
sumergirlos uno a uno en la solución de hibridación. Entre
cada uno de ellos queda una fina película de solución.

6. Sellar el cristalizador. Envolver en plástico. Incubar a 65'C
durante 12 h , con agitación suave.

Lavados

l. Sacar los filtros de la solución de hibridación. Conservar la
solución de hibridación a -20'C.

8. Sumer�ir los filtros en 500 mI de solución 1 de lavado, a 68'C
durante 30 mino

9. Pasar los filtros a 330 mI de solución 11 de lavado, a 45·C
durante 30 mino Hacer 2 cambio.

10. Pasar los filtros a 500 mI de solución 111 de lavado, a 45'C
durante 45 mino Hacer 1 cambio.

11. Dejar secar los filtros de 10 a 20 min entre papel de filtro
a temperatura ambiente. EA�ner ante película radiográfica
(nota b ) ,

DISOLUCIO}'¡"ES

Disolución de prehibridación e hibridación

SSC 6 x

Denhardt 2 x

En la solución de hibridación está además el DNA de

esperma de salmón que aporta la sonda.

Disoluciones de lavado

Disolución 1
Disolución II
Disolución III

SSC (x)
6
2
0.1

Denhardt (x)
2

SDS (%)

0.1
0.1

OBSERVACIONES

a. Se empleó sonda radi�tiva a una concentración de 2 x 105 a 1

x 106 cpm/mI de solución.
b. En el caso de hibridar frente a calvas de bacteriófago lambda

Charon35 el tiempo de expos1c1on en muchos casos fue de 4

dias. Frente a otros bacteriófagos como lambda-NM1150 era de

12 h de media.
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2.10.5 HIBRIDACI01\ SOBRE FILmOS DE R.l..lA ("NORTHERN")

PRíXEDil"IIENTO

El procedimiento seguido fue el mismo que se describe en el

ap.2.10.1, con diferencias en las condiciones de hibridación y de
lavado :

Prehibridación

4 - 6 h a 42·C. Agitación.

Hibridación

36 a 48 h a 42'C con agitación suave. Se realizó con una

concentración de sonda de 106 cpm/ml de solución de hibridación
como mínimo. La actividad específica de la sonda fue de lO" a 10"

cpm/l-lgr de DNA.

Lavados

1 lavado a temperatura ambiente en SSC 3 x SDS 0.1 %,10 mino
- 2 lavados a 68'e en SSC 3 x SDS 0.1 %, 30 mino
- 3 lavados a 68·C en SSC 0.3 x SDS 0.1 %, 20 mino

DISOLUCIO)\;"ES

Disolución de prehibridación e hibridación

formamida 50 %
SSC 3 x

Denhardt 3 x

DNA de esperma de salmón 100 I-Igr/ml

OBSERVAC1ON"ES

a. Se empl� formamida pues estabiliza el híbrido DNA:RNA ante el

dúplex DNA:DNA (Casey y Davidson, 1977).
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2. 11 ffiEPARACION DE CELULAS CXX1PETENTES Y TRANSF'CRMACION

La transfonnación de E. coli por plásmidos fue demostrada
por Cehen et al. (1972) aplicando la obser\�ión de Mandel e Higa
(1970) de que la combinación de E. coli y bacteriófago lambda en

una solución de CaC12 a 0'( producía infección (hoy denominado
transfección) • Se han desarrollado numerosos esttrlios desde
entonces, desarrollándose técnicas de eficiencia muy superior)"
caracterizando los factores que están implicados en el proceso.
E. coli interacciona con el DNA en un medio de cationes
divalentes a bajas temperaturas. Una serie de factores tales como

un breve tratamiento de la mezcla de células y DNA a elevada
temperatura (choque térmico), adición de hexamino (111) cobalto,
el tratamiento de las células con solventes y reactivos con

grupos sulfhidrilo, así como el crecimiento en medios conteniendo
niveles elevados de Mg2. aumentan la eficiencia del proceso desde
1/105 a 1/102 (1 de cada 100 moléculas de plásmido transforma una

bacteria) .

ln primer factor a tener en cuenta es la cepa de E. coli

empleada. La elección vendrá dictada por las necesidades de la

exper imerrtac ión en cuanto a la receptividad al plásmido en

cuestión así como la eficiencia medida en la transformación para
cada método. En general se empleó la cepa E. coli JM109 F+ como

receptora de los plásmidos de la serie M13 y pUCo Para revisión
de las técnicas de trasformación ver Hanahan (1985).

2. 11 • 1 METODO DEL Cacb

Se trata de una variante del primer método de transfonnación
descrito por Dagert y Ehrlich (1979).

PRa::EDIMIEN'ID

1. Sembrar por agotamiento en placa E. coli JM109 1"+ a partir del
glicerinado stock (-70·C) sobre medio mínimo M9 + glucosa.
Dejar crecer a 37·C en posición invertída durante 2 días.

2. Inocular con una colonia un tubo de cultivo con 3 ml de medio

LB. Incubar 12 h a 37·C con intensa agitación.
3. Inocular con 200 III un matraz de 250 ml con 50 ml de medio LB.

Incubar con agitación intensa hasta una D.O.6oo de 0.6

(aproximadamente 1 x 10& células /ml).
4. Dejar 10 min en hielo. Pasar el cultivo a tuoos de

polipropileno de 50 ml (Nalgene 3119-0050).
5. Centrifugar a 3000 i (5000 rpm rotor Beckman JA20) 10 min a

4·C.
6. Eliminar el sobrenadante por decantación. Resuspender

suavemente el sedimento bacteriano en 20 mI de solución de

CaC12 0.1 M frío (O·C).
7. Centri fugar como en 5.
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8. Eliminar el sobrenadante por decantación. Resuspender con

suavidad el sedimento celular en 500 ,ü de solución de CaC12
0.1 M frío (O'C).

OBSER\"ACION"ES

a. Las células se conservan en hielo en la cámara fría pues son

muy sensibles a la temperatura. Se pueden emplear a partir
de las 6 h de prepararlas, con un máximo de eficiencia a las

24 h. Se llegaron a utilizar hasta 52 h después de

preparadas, aunque la eficiencia decae considerablemente.

b. Las alícuotas para transformar son de 100 �l y el volumen

máximo que admite de D�A es 1/10 (10 �l).
c. La eficiencia de transformación de este método oscila entre

1x105 :'1" 1x1(}6 co lorrías /uar- de DNA para cepas como E. coli
HB101. Sin embar-go para la cepa E. coli J1-1109 P sólo
resultó ser de 1 x 104 colinas/�gr de DNA.

d. Las células competentes pueden conservarse, como los stocks de

células, a -iO·C. Se añade un 20 % de �licerol (O'C) a las
4h de preparadas, se mezclan bien por inversión :.' se

congelan inmediatamente en nitrógeno líquido y se conservan

a -70'C hasta su uso. La eficiencia, sin embargo, decrece al
menos un orden de magnitud.

2. 11 .2 METODO DEL RbCl / Cacb

Se siguió el protocolo descrito por Hanahan (1983). Se
hacen crecer células en presencia de una concentración elevada de

r-�2 +, y posteriormente se tratan con Mn+, Ca2 +, Rbt, �1SO, DTI y
cloruro de hexamino cobalto (111).

PROCEDIMIEN"I'O

1. Partir de una placa de E. coli JHI09 P en medio nurumo M9 +

glucosa fresca (no más de 3 semanas). Inocular un tubo de
cultivo con 3 ml de medio LB con una colonia. Dejar crecer
12 h a 37'e con vigorosa agitación.

2. Inocular con 200 uI un matraz de 250 mI con 50 ml de medio LB
10 roN Mgelz 10 ITi1 MgS04. Crecer a 3i'e durante 2 a 3 h hasta
que alcance una D.O.600 de 0.6.

3. Enfriar el cultivo en hielo durante 20 mino Pasar a tubos de

polipropileno de 50 mI (Nalgene 3119-0050).
4. C€ntrifugar a 1000 g.a.v. (3000 rpm centrífuga MSE) a 4·C 10

mino
O. Eliminar el sobrenadante por decantación.
6. Resuspender el sedimento bacteriano en 15 mI de tampón TFB

frío (o·e). Poner 1 ml de tampón y resuspender el sedimento
con ayuda de la pipeta Gilson P1000, con suavidad.
Posteriormente añadir los 14 ml de tampón TFB restantes.
Mantener 15 min en hielo.

7. Centri fugar como en 4.
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8. Eliminar el sobrenadan te por decantación.
9. Resuspender el sedimento suavemente en 4 ml de tampón TFB frío

(O'Cl.
10. Añadir 150 �l de DMSO. Dejar 5 min en hielo.
11. Añadir 150 uI de solución D'IT - acetato potásico. Dejar 10

min en hielo.
12. Añadir 150 �l de �BO. Dejar 5 min en hielo.

DISOLUCIO�"ES

Añadir por cada 50 mI de medio LB estéril 0.5 ml de
MgC12 1 M y 0.5 ml de M.e;S04 1 N ambas soluciones
estériles.

TamPÓn TFB

HES-K 10 m"·l pH 6.2
RbCl 100 m"1

MnCl2 .4 fuO 45 mM

CaCb.2 n,o 10 m"j
cloruro de hexaminocobalto (111)

20 ml MES-K 0.5 fvI pH 6.3 / 1
12.09 gr/l
8.9 gr/l
1. 5 gr/l

3 mN 0.8 gr/l

Equilibrar una solución de MES 0.5 M a pH 6.3 empleando
KOH 10 N. Esterilizar por filtración a través de
nitrocelulosa de 0 0.22 � y almacenar en alícuotas a-

20·C. Hacer una solución 10 JIl!vl en agua MilliQ. Añadir
las sales como sólidos. Filtrar a través de
ni trocelulosa de 0 O. 22 um , Alicuotar en botellas
estériles. Conservar a 4 ·C. Estable durante más de 1
ano.

Conviene que sea fresco. Alicuotar en eppendorfs y

congelar a -20·C. Una vez descongelada una alícuota
desecharla.

Disolución DTT - acetato potásico

D'IT 2.25 M
acetato potásico 40 m'1 pH 6. O

Disolución DnD

DTI 1 M
l1'1S0 90 %
acetato potásico 10 JIl!vl

Se preparan 10 ml disolviendo 1.53 gr de DTT en 9 ml de

DMSO. Añadir 100 �l de acetato potásico 1 M pH 7.5. No
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es necesario esterilizar por filtración pues todos los

componentes son es�ériles.

OBSERVACIO:N"ES

a. Rendimiento obtenido de 107 colonias / I-1gr D¡";A. Por su eleyada
eficiencia se suelen plaquear 10, 50 y 200 1-11 del volumen
final.

b. Estas células pueden emplearse hasta 6 h despues de

preparadas. Se emplean alícuotas de 210 1-11, con un volumen
de DNA menor a 20 1-11.

c. Como protocolo alternativo también descrito por Hanahan (1983,
"Simple method") con las diferencias :
- el cultivo crece en medio LB
- una vez resuspendido en 4 mI de tampón TFB (paso 9) se

procesa :
- añadir iO 1-11 disolución DnD. Incubar 10 min en hielo.
- añadir 70 1-11 disolución DnD. Incubar 15 min en hielo.
A partir de ahí están listas para transformar en

alícuotas de 200 1-11.
".
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2.11.3 TRANSFOR��CION

PRO:EDINITh"TO

1. En un tubo eppendorf poner 200 1-11 de células competentes y DJ\A
(de 10 a 40 ngr ) en un volumen menor a 20 1-11. Incubar 30 min
en hielo.

2. Incubar 90 s a 42·C. Choque térmico.
3. Atemperar a temperatura ambiente durante 10 mino
4. Añadir 1 ml de medio LB. Incubar a 37·C durante 1 h.
5. Plaquear diferentes cantidades sobre placas de cultivo

selectivas para el plásmido en cuestión.
6. Incubar las placas a 37·C durante 12 a 18 h en posición

invertida.

DISOLUCIO�"ES

LB Agar

Agar 1.5 % en medio LB.

15 gr de agar por litro

Atemperar a 50-55'(. Añadir
aditivos. Plaquear.

de medio LB. Autoclavar.
los antibióticos y otros

ampicilina
tetraciclina
X-Ga1
IPTG

vol./ litro conc , medioconc. stock
25 mgrZml
12.5 rngr/ml
20 rngr/ml DMF
20 rngr/m1

4 mI
1 mI

1600 1-11
400 1-11

100 J.lgr/m1
12.5 I-Igr/ml
32 J.lgr/ml
8 I-Igr/ml

OBSERVACIONES

a. Si se emplean células competentes preparadas por el método de

CaC12 el volumen de éstas es de 100 J.ll y el máximo de DNA

l/lO de volumen, 10 �l.
b. En el caso de que el antibiótico selectivo en el medio sea

tetraciclina el tiempo de incubación en medio LB se puede
reducir a 45 mino Este período de incubación es necesario

para que la resistencia al antibiótico comience a

expresarse.
C. Los medios selectivos empleados fueron :

plásmido
M13

pUC
pBR322

medio

placas LB Agar , Top XGal - IPI'G.

placas lE Agar Ampicilina XGal IPTG

placas LB Agar Tetraciclina

c. En el caso de plásmidos M13 el proceso de transformación es

como el descrito entre los pasos 1 a 3, pero varia en los

siguientes
4. mezclar en un tubo de cultivo (2 tubos/ transformación:
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a y b) :

25 ¡ú IPI'li
25 ¡Jl XGal
3 ml solución agar blando atemperado a 45·C
100 ¡JI solución saturada de E. coli JN109F+
en el tubo a 160 �l de células competentes

transfonnadas
en el tubo b 40 �l de células competentes

transformadas
5. Verter inmediatamente sobre placas LB Agar sobre una

bandeja equilibrada. Dejar solidificar el agar.
6. Incubar en posición invertida unas 12 h.
Se puede modificar este protocolo para obtener un

crecimiento en menor tiempo (aprox. 6 h) poniendo en el
tubo de cultivo (paso 4) :

25 �l IPI'G
25 �l XGal
300 uI solución saturada de E. coli .nvll09f+
6 mI solución agar blando atemperado a 45·C

d. Es importante emplear controles en la transformación, como por

ejemplo, para determinar la eficiencia transformar con 10

ngr de pUC, y para determinar la viabilidad de las células

plaquear una alícuota sobre placa LB Agar.
e. Es importante no incubar las placas que contienen ampicilina a

37'C durante más de 18 h pues la C-lactarnasa excretada al
medio por las células transformadas resistentes al
antibiótico difunde rápidamente destruyendo la ampicilina en

el medio y permitiendo así el rápido crecimiento de colonias
satélites sensibles a la ampicilina.

f. Las células E. coli JM109F+ transforman con una eficiencia

baja, del orden de 1 a 5 x 105 colonias/�gr DNA. Esta
eficiencia es suficiente para la mayor parte de los casos

(subclonajes) •
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2.12�EN PLASMI:r:n3 Y BACTERIOFAGOS

Los vectores plasmídicos
frmdamentalmente : M13 y FUe. Para
para la manipulación de diferentes
(1985) .

empleados han sido dos
revisión de vectores adecuados
organismos ver Pouwels et al.

1. t-l13

MI3 es un bacteriófago específico de células donantes F+ de
E. coli que contiene un genoma circular de DNA de cadena sencilla
de i235 bp (Denhardt et al., 1978). Los bacteriófagos M13mp son

modificaciones del tipo salvaje MI3 que permiten un subclonaje
sencillo de una amplia variedad de fragmentos de DNA en el
vector. Una secuencia "poIylinker" ( o conjunto de dianas de
restricción) se ha introducido en el ex�remo amino del gen lacZ.
El gen lacZ es el gen estructural codificante para el enzima
responsable de la metabolización de galactosa (B-galactosidasa).
La infección de bacterias deficientes en galactosidasa (gal-),
como las cepas .]!v1l 03 ó 3MI09 con r-I13, con bact.er-í óf'agos sin
inserto que rompa la pauta de lectura de lacZ permite que
complemente a la célula huésped, convirtiéndola en gal+. Esto les

permite metabolizar el análogo de galactosa X-Gal a un pigmento
azul. Un inserto clonado en la región del "polylinker"
interumpirá el gen lacZ convirtiendo al bacteriófago en gal-. De
este modo E. coli gal- infectadas no metabolizarán X-Gal. Así
pues, placas claras de bacteriófago son características de los
recombinantes.

El bact.er í.ófago infecta E. coli a través de los "pili"
sexuales, de ahí la necesidad del factor F. La célula huesped,
pro-, se complementa con el gen proA+B+ presente en el episoma.
La selección se obtiene sobre medio mínimo (por ej. M9) más

glucosa. Una vez dentro de la célula el DNA viral de cadena
sencilla (cadena +) se copia en una forma replicativa de doble
cadena (RF), la cual puede ser aislada de las células como un

plásmido y utilizarla como vector de clonaje. Este DNA de doble
cadena se replica dentro de la bacteria hasta dar 100 a 200

copias de RF/célula, a partir de las cuales se copia de nuevo la
cadena de DNA viral (cadena +). El DNA de cadena sencilla una vez

sintetizado se empaqueta dentro de la cubierta proteica dando

lugar a partículas maduras que son continuamente secretadas al

medio sin provocar la lisis celular sino causando solamente un

retardo en el crecimiento que conduce a la formación de calvas

turbias sobre el cesped hacteriano. De este modo, el DNA de M13

se puede purificar con facilidad en forma de cadena sencilla a

partir de las partículas virales secretadas por células

infectadas. El DNA de cadena sencilla contenido en las partículas
víricas es homólogo sólo a una de las dos cadenas del DNA

clonado, y por ello, puede ser empleado como molde para las

reacciones de secuencia del método de Sanger (Sanger et al. 1977;
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1980). Se han desarrollado oligonucleótidos que hibridan en la
cadena de M13 y que se pueden usar como cebadores en las
reacciones de secuencia o para la obtención de sondas por el
método de "primer ext.ens ion" por e.iemp.lo para análisis de

protección por nucleasa S1 (Davis et al., 1986).

En teoría l"l13 admite fragmentos de DNA de longitud eleyada

pues al tratarse de un bacteriófago filamentoso no tiene
restricciones estructurales sobre la longitud del D�� a

empaquetar. En la práctica, sin embargo, se ha observado que los

fragmentos de más de 2 kbp son difíciles de subclonar y tienden a

ser inestables y a perderse con más facilidad durante el
crecimiento del bacteriófago (Messing et al., 1981).

Figura 2.6 Bacteriófago M13mp18. Se indica el mapa físico,
características generales del plásrnido y la secuencia del
"polylinker" (tornado de Pouwels et al., 1985 y catálogo
"Stratagene") •
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CI;" 68ó?
7248

Bar 11 5643

"'.. 15613----:::1

M13mp18
7250 base pairs

••ml 174t.

Scale
210 base pans cm, EC(>47111 3039

Replicón : M 13� 16

Size : 7.2 kb
Selectable phenoiype : MI3 plaques
Genetic markers : lacZo

"

Cloning sites : Aeel, BomHI. EeoRI. Hindll. HindlIl, Kpnl. PSI l. Sael. 5011. Smal. Sphl. Xbol
Special hosi srrains : loelq strain

M nmpl8 Thr- MOl· 110'Thr ·As" . Sor -Ser . Sor . "al· Pro·GI) -Asp-Pro-Leu-Gíu-Ser- Thr - Trp- .... ,·H,,·Al.·Sor·Lou·AI.·Lou· Ala

"'TG ... ce ... TG ...rr ...CG ......T TCG ...GC TCG GTA ccc GGG G"T CO O" G ...G TCG ... ce TGC "'GG C"'T GC......GC TTG GC ... OG GCC
----- ----'--

--- ---
.

1 2 4 EcoRI Sacl Kpnl Smal &mHI Xbal Sall PsI I Sphl Htndlll

A«l

Htndll

M Ilmpl9 Thr. MOl· 110 . Thr- Pro-Ser- Leu- Hi.· Ala· eys· A,,· Ser- Thr -Leu -Glu- Asr· Pro- A'a'VII· Pro- Sor . So, . Asn· Sor· Leu

�������������m���m������ID�
--_-- ---

--- --_=--_---

4 Hmdlll Sphl Pfl Sa/l Xbal &mHI S"",IApnl Sacl E...,RI 7

....«1

H",dll
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2. pUC

Esta serie de plásmidos posee muchas características de pBR
�. de M13. Se trata de plásmidos pequeños (2686 bp , para pUC18 -:"
19) que tienen el gen de resistencia a la ampicilina de pBR322,
su origen de replicación y una porción del gen lacZ de E. coli.
En el interior del gen lac presenta una secuencia "polylinker" de
54 bp de dianas de reconocimiento únicas idénticas a la existente
en el .N13mp correspondiente. Los plasmidos pliC crecen hasta un

elevado número de copias por célula y pueden ser amplificados con

cloramfenicol. Presentan el mismo sistema de selección de
recombinantes por inactivación de lac, revelado en medio con X
Gal e IPTG. Como en el caso de M13 se dispone de parejas de

plásmidos pUC cuya unlca diferencia es la orientación del

"po lvLi.nker
"

•

Figura 2.7 : Plásmido pUC19. Se indica el mapa físico,
características generales del plásmido y la secuencia del

"polylinker" (tomado de Pouwels et al., 1985 y catálogo
"St.rat.agene ") •
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(Ec� \
\ P,,,II)

Dr. 11 2674 I

...111 2617 :,
I

tolde I 183 _,., I 235

Po" 11 62€0

pUC19
2686 base pairs

AllHI 806

Gsul

Scale
90 base palFS cm

Replicón : p�1B 1 �

Size : 2.7 kb
Selectable phenotype: Amp"
Generic markers : 10cZo'
Cloning siies for : (Acc)J. (BomHI). (EcoRI). (Hindll). Pst t, (50/1)
gene-inactivation

Other cloning sites : nOI given

Amplifiable : yes
Self-transmissible : no

Mobilisation genes: no
Mob sire : yes

18 Th, - Mel-lIe· Thr -A,n· Ser- Ser -Ser- Val-P,o-Gly-Asp-P,o-Ltu-Glu·Str- lb,- Trp-Ar,- H,,-AIa-Str-Lru-Ala-Ltu-Ala

A1G Aee A1G�n�eG "�l leGAGCTCGGH cee úGG GAl rrr elAGAGleGACC TGC AúGeA1GCAAGCnG GCA ere GCe
----- --_---

--- --- -

2 4 EcoRI SGd "pnl SIn,,1 &>mHI Xbo>l SG/I ",,1 Spltl H",dlll 7'

A ee I

HiI,dll

19 Th' -"'<1' lit-Thr-Pro.x,· Leu- Hi,-Ala-Cys-Ar,-Str- lbr_Ltu_Glu_As,,_P,o_Ar,_Val_Pro_Str_Str_Asn_S<r -Leu

A1G Aee A1G An AeG ee�.�.G� !T? CAl GC� leG Ael elAGA�e CCG GTA CeG AGCTCG�A ere

2 3 4 Hmdlll Sphl ",,1 SG/I X�I s.mHI 5m61 "/MI 5«1 En>RI 7

Arrl

H",dll
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viana de clonaje en el �lás.ido Fraglentos de restricción cOI�atibles
Enzima Diana &nzin Diana

AccI GT/CGAC HinPI G/CGC
BpaII/HspI C/CGG
HaeII A/CGT
Taql T/CGA
AbaII GPu/CGPyC
AsuII TT/CGAA
Acel GT/CGAC
Cla! ATfCGAT
NarI ilG/CGCC

BallHI G/GATCC MboI/Sau3AI /GATC
Bcl! 'riGATeA
BuBI GiGATCe
nm A/GATCT
IboII Pu/GATCPy

ReoRI G/AATTC ReoRI G/AATTC
ReoRI star IAATT

BineII GTC/GAC fraglentos con extremos rOlo S

HindIII AiAGCTT DindIlI AfAGCn
KpnI GGTACiC KpnI GGTAC/C
PstI CTGCA/G Nsif ATGCA!T

PstI CTGCA/G
Saci GACCTiC Saei GAGCTjC
Sal! G/TCGAC Sal! G/'rCGAC

Ibol C/TCGAG
SuI CCC/GGG fraglentos con extrelos rOlos

SpbI GCATG/C iHaIII CATG/
Nsp752H PuCATG/Py
Sphf GCAfGiC

Ibar TíCTAGA AvriI CiCTAGG
NbeI G/CHGC
SpeI A/CTAGA
IbaI T ICTAGA

Iaal C/CCGGG InI C/CCGGG

Tabla 2.9 Dianas de restricción únicas en el polylinker de
pUC18-19 y M13mp18-19. Dianas compatibles.
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2.12.1 PREPARACION DEL VECTOR

1 • Cortar el vector con 1 ó 2 enzimas de restricción,
aproximadamente 2 �gr, tal como se describe en los ap.2.4.1
y 2.4.2.

2. Extraer con 1 volumen de fenal cloroformo. Extraer con éter y
precipitar con 2.5 volúmenes de etanol.

3. Lavar con etanol al 70% :r secar al vacio.
4. Resuspender el DNA en tampón TE pH 'i , 5 a una concentración de

0.1 �gr/�l si se trata de extremos cohesivos :r de 1 �gr/�l
si se trata de extremos romos. Conservar a -20'(..

OBSER\-AC1a'lES

a. Es aconsejable, pero no necesario, desfosforilar el vector
(ver ap. 2.9.3.1) sí se van a subclonar una mezcla de varios
fragmentos o si se trata de extremos romos. Si se van a

subclonar varios fragmentos a la vez, la eficiencia debe ser

buena para poderlos obtener todos. Al desfosforilar el
vector la eficiencia aumenta. Si se utilizan enzimas tales
corno Smal o Hincll que liberan extremos romos es conveniente
desfosforilar el vector pues presentan frecuentemente
contaminación de exonucleasas que podrían dar lugar a

colonias o calvas blancas no recombinantes.

2.12.2 PREPARt\CION DEL DNA

PROCEDIMIEN'TO

1. Cortar el DNA con los enzimas de restricción que se desee.

Comprobar que la digestión sea completa cargando una

alícuota en un minigel (50 a 100 ngr por banda).
2. Puede procederse de dos formas diferentes:

2.a. Cargar la mezcla de digestión en un gel preparativo y

purificar el fragmento deseado (ap.2.i) (nota a).
2.b. Extraer con 1 volumen de fenal cloroformo. Extraer con

éter. Precipitar con 2 volúmenes de etanol, secar al

vacío y resuspender en tampón TE pH 7.5 (nota b).

OBSERVACI�'ES

a. El procedimiento 2.a. es más lento, pero es aconsejable cuando

en la mezcla de digestión hay muchos fragmentos distintos y,

sobre todo, si sólo �nteresa subclonar uno de ellos. También
es recomendable, aunque no haya muchos fragmentos distintos
si el fragmento de interés es mayor que el resto, ya que los

fragmentos pequenos se subclonan con mucha más eficiencia

que los grandes, con 10 que se corre el riesgo de no obtener

ningún subclón del fragmento que interesa.
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b. El procedimiento 2. b , puede uti lizarse cuando los fragmentos
resultantes de la digestión son sólo 2 ó 3. También puede
hacerse aunque sean muchos los fragmentos, sobre todo si se

quieren subclonar todos, pero en este caso es preferible
desfosforilar el vector.

2.12.3 LIGACIO�

La ligación se realizó

(fragmento DNA: vector) . Las
fueron :

siempre a una relación molar de 3:1
condiciones que se emplearon han

1. Extremos cohesivos.
Concentración de DNA total : 10 a 20 �gr/rnl
Cantidad de enzima : 1 U
Duración de la ligación : 2 a 12 h

2. Extremos romos.

Cnncentración de D�� total : 100 a 200 �gr/ml
Cantidad de enzima : 10 e
Duración de la ligación : 12 a 24 h

PRCCEDIMIENlO

1. Preparar en un tubo de polipropileno
x �l de vector digerido
y �l de fragmento de DNA
(20 - x - y) �l de agua (nota a)

Incubar 5 min a 65·C.
2. Añadir

5 �l de tampón de ligación (5x)
1 a 10 U T4 DNA ligasa

3. Incubar en un gradiente de temperatura de 13 a 20·C durante 12
h, en un baño de agua.

DISOLUCIONES

Tampón de ligación (5x)

Se empleó el tampón de ligación suministrado por New England
Nuclear, de composición

Tris-HCl 250 mM pH 7.6
MgCb 50 mM
D'IT 100 mM
ATP 5 mM
BSA 250 �gr /rnl
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Disolución de nucleótidos

5 IIli"l de cada nucleótido en agua. Conservar a -20'C.

OBSERVACIONES

a. Los volúmenes en que se realiza la ligación pueden ser de 25
�l como se describe, de 10 o de 5 �l. Depende esencialmente
de la cantidad de DNA de que se dispone y de la
concentración a que se debe hacer.

b. La ligación de eh�remos romos es mucho menos eficiente que la
de extremos cohesivos. No obstante, cualquier fragmento de
D�4 con extremos romos puede ser insertado en el vector
cortado con HinclI o SmaI.

c. Si interesa subc1onar un fragmento cuyas dianas no son

compatibles con las del "po.l.vl.í.nker
"

pueden generarse
extremos romos en este fragmento y subclonarlo en la diana
SmaI o HincII del vector. Esto se puede hacer aprovechando
las actividades polimerasa 5' -3' del fragmento Klenov de la
DNA polimerasa 1, en el caso de eh�remos 5' protuberantes, o

la actividad exonuc leasa 3' -5' de dicho enzima en el caso de
eh�remos 5' recesivos

- digerir el DNA con el enzima de restricción (0.1 a 5
ugr-) •

- comprobar la digestión en un minigel.
inactivar el enzima calenlando 10 min a ¡O·C.

- añadir:
a. para extremos 5' recesivos :

5 a 10 U Kleno","
b. para extremos 5' protuberantes

1 �l solución nucleótidos
5 a 10 U Kleno","

- incubar 1 h a temperatura ambiente.
- extraer con 1 volumen de fenol-cloroformo. Extraer

con cloroformo.
- precipitar con 2 volúmenes de etanol. Secar al vacio

y redisolver en tampón TE pH 7.5.

2.12.4 CLONAJE EN EL BACTERIOFAGO LA�DA

Fundamentalmente, debido a la gran eficiencia de los

procedimientos de empaquetamiento 'in vitro' e infección

posterior con las particulas víricas reconstituidas el clonaje en

vectores fágicos es imprescindible cuando se requiere un elevado
número de recombinantes, como es el caso de la preparación de

bancos genómicos o geno'¿ecas. Asimismo, se debe considerar que
existen vectores capaces de admitir insertos desde 0.1 kbp a 25

kbp en el rango de los vectores f'ág icos , y hasta 50 kbp en el

caso de los cósmidos. El elevado tamaño de los insertos reduce

considerablemente el número de recombinantes necesarios para la

obtención de genotecas representativas.
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2.12.4.1 Preparación de los extractos de empaquetamiento

Esta técnica fue desarrollada iniqialmente por Becker y Gold

(1975) utilizando mezclas de eh�ractos obtenidos de bacterias
infectadas con mutantes del bacteriófago lambda. Estos mutantes

lo eran en genes necesarios para el ensamblaje de las partículas
del bact.er i óf'ago , La técnica ha sido modificada en diferentes
laboratorios hasta alcanzar eficiencias de 10i a 10& u.f.p./�gr
DNA de lambda.

Las estirpes mutantes empleadas del bacteriófago lambda lo
son en los productos génicos :

a. proteína E componente mayoritario de la cápsida,
necesario para la formación de la precápside. Los
mutantes en este gen acumulan precursores de la

cápside.
b. proteína D localizada en la parte exterior de la

cápside. Implicada en el proceso de introducción de la
molécula de DNA en el interior de la cápside.

c. proteína A : implicada en la entrada de DNA en la cápside
y en el corte específico del concatenámero en la
secuencia coso

Se utilizan extractos complementarios de bacterias
infectadas con mutantes A y E o con mutantes D y E. En general
los extractos se preparan a partir de lisógenos del bacteriófago
lambda con el genotipo apropiado (mutaciones ámbar en los genes
A, D y E). Asimismo, portan mutaciones en otros genes importantes
en el sistema :

d. clts85i : sensibilidad de la molécula represora cI a la

temperatura. Así el Lisógeno es estable a 32' C y se

induce por temperatura a 42-45·C.
e. Sam7 : mutacíón ámbar del gen S, necesario para la lisis

de la bacteria penni te la acumulación de productos
fágicos durante las 2 a 3 h siguientes a la inducción.

f. b2 / b100i : delección de la zona b, elimina la secuencia
de reconocimiento att del DNA de lambda.

g. red3 ( lambda) / recA (E. col i) : inactivación de los
sistemas de recombinación general del bacteriófago y de
la célula huésped, minimizando la recombinación entre
el DNA de lambda endógeno del extracto y los genomas
recombinantes que se han de mezclar con los extractos.

El procedimiento general de obtención de los extractos de
empaquetamiento supone obtener un cultivo de la cepa lisogénica,
a 32°C hasta aproximadamente la mitad de la fase exponencial. Se
inducen las funciones de lisis al incubar a 4S'C durante 2 a 3 h,
período en el que se acumulan los productos. A continuación se

procede a la lisis bacteriana y obtención de los extractos.

Las cepas empleadas fueron E. coli BHB2690 , que proporciona
la precápside, y E. coli BHB2688, que proporciona la proteína de
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encapsidamiento (5calenghe et al., 1981; Maniatis et al., 1982).

2.12.4.1.1 Lisado por congelación-descongelación de BHB2688

PRCCEDIMIENTO

1. Inocular lID matraz de 250 ml con 100 ml de medio LB- Mg con

una colonia de E. coli BHB2688. Incubar más de 12 h a 32'(
con agitación intensa.

2. Inocular 3 matraces de 2 1 con 500 mI de medio LB-��,
precalentado a 32·C, con 5 mI del cultivo saturado. Incubar
a 32·C con agitación vigorosa hasta una D.O.260 de 0.3 (2 a

3 h).
3. Inducir el lisógeno sumergiendo los matraces en un baño de

agua a 45·C. Agitarlos durante 15 mino
4. Incubar a 39"C durante 3 h con agitación vigorosa.
5. Pasar el cultivo a botellas de polipropileno de 500 mI

(Beckman 33999;).
6. Centrifugar a 4000 g (9000 rpm rotor Beckman JAlO) 10 min a

4'C.
j. Eliminar el sobrenadante. Invertir las botellas 10 mino Secar

las paredes.
8. Resuspender las células en 3 mI de solución de sacarosa fría

(4 'C). En este momento la manipulación es delicada. Las
células se resuspenden con ayuda de pipetas de cristal de 1
mI.

9. Repartir en tubos eppendorf alicuotas de 0.6 ml.
10. Añadir 30 �l de solución de lisozima fresca y fría (4·C).

Nezclar por inversión. Congelar los tubos en alcohol - nieve
carbónica o en nitrógeno líquido.

11. Conservar una noche a -70·C.
12. Descongelar sobre hielo. Añadir en frio (4·C) 30 �l de tampón

de empaquetamiento r-ecaen preparado (4 ·C) • Debido a la
viscosidad de los extractos, es necesario mezclar con ayuda
de la pipeta, removiendo.

13. Reunir todos los extractos en una botella policarbonato de
13.5 mI (Beckman 336090).

14. Centrifugar a 80000 g (28000 rpm rotor Beckman 50Ti) 1 h a

4·C.
15. Repartir el sobrenadante en alícuotas

eppendorf enfriados previamente. Congelar
un baño de alcohol - nieve carbónica o en

Conservar a -70·C.

de 10 �l en tubos
inmediatamente en

nitrógeno líquido.

DISOLUCION'E5

Nedio LB-Mg

NgS04 10 mf1 en medio LB
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Disolución de sacarosa

sacarosa 10 %
Tris-HCl 50 mM pH 8.0

Disolución de lisozima

lisozima 2 rngr/ml
Tris-HCl 250 mM pH 8.0

Tampón de empaquetamiento

Tris-Hel 6 mM pH 8.0

espennidina 50 mM

putrescina 50 mN
MgC12 20 mM
ATP 30 mM

l3-mercaptoetanol 30 rnM

OBSERVACIOl'-l"ES

a. Es importante verificar la idoneidad de los

cepas empleadas en la preparación
especialmente que sean recA- y que
inducibles por la temperatura.
a. 1 Control de recA-

s tocks de las
de extractos,

sean lisogénicas

- sembrar por agotamiento en estría células en placa LB

Agar , Dejar crecer a 32 cC. Sembrar de la misma
forma E. coli C600 recA+ •

- picar varias colonias aisladas sobre otra placa y una

o dos de la cepa recA+, dejar crecer a 32°C.
- hacer 5 réplicas de la placa con papel de filtro

estéril (wbatman 1 12.5 cm e l . Conservar la placa
original.

- irradiar las placas 1, 2 y 3 con luz UV de onda corta

(254 nm) 10, 20 y 40 segundos. Taparlas con papel
de aluminio inmediatamente despues para que la luz
no active el sistema de reparación inducible por
ésta. Dejar crecer las placas tapadas a 32·C.

Se espera que las colonias que sean recA- resistan
menos la irradiación UV que el control recA+ •

a.2 Control de lisogenia inducible por temperatura.
- incubar la réplica 4 a 40'C, y la 5 a 32°C. Se espera

que las bacterias que porten un lisógeno lisen y
no aparezcan en la placa 4, creciendo normalmente
colonias del control C600 recA+. Todas, lisógenos
y control, deben crecer normalmente en la placa 5.
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2.12.4.1.2 Lisado por sonicación de BHB2690

PROCEDIMIENTO

Las etapas 1 a ; son iguales a las del proceso anterior, con el
inóculo inicial de E. coli BHB2690.
8. Resuspender las células en 3.6 mI de tampón de sonicación.

Pasar la solución a un tubo de plástico transparente.
9. Hacer sonicaciones cortas (10 s), a la máxima potencia,

empleando la sonda más fina. Enfriar la muestra en hielo de
20 a 30 s entre sonicaciones. Sonicar hasta que la solución
se clarifica y decrece la viscosidad.

10. Pasar el extracto a un tubo Corex de 15 ml y centrifugar
a 12000 g (16000 rpm rotor Beckman JA20) 10 min a 4·C
para eliminar restos celulares.

11. Añadir al sobrenadante el mismo volumen (3 mI) de tampón de
sonicaclon y 1/6 parte de tampón de empaquetamiento fresco.
Congelar en nitrógeno líquido alícuotas de 15 �l en tubos
eppendorf preenfriados. Conservar siempre a -70'C.

SOLUCION'ES

Tampón de sonicación

20 mM Tris-HCl pH 8.0
1 m� EDTA
5 m� B-mercaptoetanol

OBSERVACIOl'\'ES

a. Es fundamental en este proceso la duración de la sonicación.
La clarificación de la solución y pérdida de viscosidad no

es aparente. La primera vez que se preparan es conveniente
tomar alícuotas a diferentes tiempos de sonicaclon,
procesarlas y hacer con ellas empaquetamientos 'in vitro'

para cuantificar su eficiencia y así determinar el óptimo de
sonicación.

2.12.4.2 Ligación y encapsidamiento 'in vitro' del DNA
recombinante

2.12.4.2.1 Ligación

Hay dos parámetros importantes en una reacclon de ligación:
la relación brazos/inserto potencial y la concentración del DNA

de ambos tipos. Los valores óptimos de ambos parámetros se pueden
calcular. Necesariamente los cálculos asumen que todas las
moléculas del DNA son perfectas y esta condición no suele

presentarse en la práctica por lo que es conveniente llevar a

cabo reacciones previas para determinar las condiciones óptimas
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en la práctica. La eficiencia se determina después del

encapsidamiento 'in v i tro 1, momento en el que se puede saber el
número de bacteriófagos recombinantes obtenidos. Los
recombinantes obtenidos en estas pru�bas se conservan, pues el
número puede ser suficientemente elevado para formar ya una

biblioteca genómica representativa.

El mejor sustrato de encapsidamiento es el concatenámero
formado por brazo (izquierdo + inserto + brazo derecho)n. Para
obtener el máximo rendimiento de este concatenámero deben
encontrarse en la solución de ligación cantidades equimolares de
los extremos internos de los brazos y de los extremos del
inserto. Dado que cada brazo contiene un único extremo compatible
y que puede unirse a dos extremos del inserto potencial la
relación de las moléculas debe ser de 2: 1 : 2 (brazo izquierdo :

inserto: brazo derecho). Es decir, una relación molar de 2: 1 de
los brazos unidos entre sí respecto del inserto potencial. La
concentración total de DNA en la solución de ligación debe ser de
alrededor de 0.2 �gr/�l, con un volumen típico de 10 �l. Para más
detalles Maniatis et al. (1982).

PROCEDIMITh1'fO

1. En un tubo eppendorf se ponen cantidades de DNA de inserto y
de brazos del vector en relación molar 1:2, un total de 2

�gr. Se añade NaCl hasta concentración final de' 150 mM y 2,5
volúmenes de etanol absoluto frío (-20·C) •• Dejar a -20'C>
2h. Precipi tar.

2. Resuspender el sedimento en 10 uI de agua. Dejar un tiempo a

temperatura ambiente para conseguir la resuspensión completa
3-5 h. Guardar a -20·C una alícuota de 1 uI (O. 2 ugr-) para
un control electroforético posterior.

3. Añadir 1 �l de tampón de ligación (lOx) y 1 �l T4 DNA ligasa
( 5 U). Incubar en un baño de agua con un gradiente de
temperatura de 12 a 15·C durante 24 h.

4. Tomar una alícuota de 1 �l ( O • 18 �gr DNA) para control
electroforético. Analizar las dos alícuotas en minigel
agarosa 0.7 %.

5. Conservar la ligación a -20·C hasta el momento de proceder al
encapsidamiento 'in vitro'.

DISOLUCIONES

TamPÓn de ligación (lOx)

Tris-HCl ).66 M pH 7.5
MgC12 50 mM
D'IT 50 mM
ATP 50 mM
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OBSERVACIOt..."ES

a. Es conveniente en la preparaC10n de los brazos del vector o en

la ligación conseguir que los dos brazos estén unidos por
los extremos cos de modo covalente. Para ello:

- precipitar el DNA del vector con etanol
- resuspender el sedimento en tampón TE pH 8. O 10 m"'l
MgCl2 a una concentración de 0.2 �gr/�l
- incubar a 42' e durante 1 h en un baño de agua. Dejar
enfriar a temperatura ambiente
- controlar en minigel agarosa O.i % si se han formado
concatenámeros
- proceder a la restricción para separar los brazos y,
en su caso, eliminar el "stuffer"

b , Para comprobar la ligación se comparan las dos alícuotas de
DNA conservadas en el proceso en un minigel de agarosa 0.7
%. Una ligación correcta hace desaparecer las 'bandas

correspondientes de DNA vector e inserto apareciendo una o

más bandas de peso molecular muy superior.

2.12.4.2.2 Encapsidamiento 'in vitro'

PROCEDINITh'TO

1. Descongelar los extractos de encapsidamiento (BHB2688 y
BHB2690) en hielo. El extracto BHB2688 (10 �l) descongela
antes que el BHB2690 (15 �l). Añadir el extracto BHB2688
sobre el BHB2690 antes de que se descongele el segundo.
Ag i tar suavemente con la purrta de la pipeta.

2. Añadir 1 �l de DNA ligado, en un volumen de 5 �l, sobre la
mezcla de los dos extractos. Poner la punta de la pipeta en

el fondo del tubo y expulsar el DNA suavemente. Mezclar
removiendo sin aspirar.

3. Incubar en baño de agua a 25'C durante 2 h.
4. Añadir 1 mI de tampón lambda dil y 20 �l de cloroformo.

Mezclar por inversión.
5. Centrifugar 2 min a temperatura ambiente.

6. Ti tular el sobrenadante. Hacer un 'banco de diluciones y

plaquear como se describe en ap.2.3.4.1 paso 4 y siga

OBSERVACIONES

a. La eficiencia de los extractos de empaquetamiento se determina
en una reacción piloto en la que se empaqueta 1 �r de DK�

de lambda cI85; ligado por los extremos cos (ap. 2.12.4.2.1

nota a). Suele ser del orden de 107 u.f.p./�r DNA, llegando
en algunos casos a ser de 10& u.f.p./�gr DNA.

b. Es conveniente comprobar al menos una vez la inexistencia de

DNA de lambda endógeno de los extractos adecuado para el

empaquetamiento. Para ello se realiza un empaquetamiento 'in

vi tro' como el descrito pero sin añadir DNA de lambda. Se
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titula el sobrenadante.
c. Los extractos de encapsidamiento 'in vitro' muestran un alto

grado de selectividad respecto al tamaño del DNA.

Recombinantes con un 80 a 90 % de� tamaño del DNA de lambda
salvaje son encapsidados con una eficiencia 20 a 50 veces

menor que éste.
d. En la titulación se puede inhibir la infección de las

bacterias, aunque esta inhibición sólo es apreciable cuando
se vierte en una placa de cult í.vo de 9 cm 0 1/10 del
sobrenadante del encapsidamiento.
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2.13 METOOO DE SECUENCIACION DE SANGER

El método de secuenciación de Sanger (Sanger et al., 1977;
1980) o de terminación de cadena se basa en la capacidad del
enzima DNA polimerasa 1 de sintetizar, en presencia de un DNA
molde de cadena sencilla, de un iniciador y de los 4
deoxinucleátidos, una cadena de DNA complementaria al DNA molde,
así corno en la capacidad de los 2'-3' dideoxinucleátidos de
actuar corno terminadores de cadena cuando son incorporados en una

cadena creciente de DNA por la DM polimerasa l. Los
dideoxinucleátidos carecen del grupo 3' hidroxilo necesario para
la fonnación del siguiente enlace fosfodiéster en la cadena
creciente de DNA, y como consecuencia dan lugar a la terminación
específica de la cadena de D�A.

En las reacciones de secuencia se incuba el DNA molde más el
cebador con el enzima en presencia de los 4 dN�, uno de ellos
marcado con un isótopo radiactivo, p3Z o 535, en posición a (a
p3Z dATP o a-S3S dATP), y cada uno de los dádeoxá-Nl'Ps en cuatro
incubaciones independientes. En presencia de la mezcla deoxi
dideoxinucleótidos se obtiene una serie de fragmentos marcados,
con el extremo 5' común en que se ha)� incorporado el
dideoxinucleótido. Al analizar las cuatro reacciones en paralelo
en un gel de secuencia, se obtiene una distribución de bandas que
corresponde a la posición de los diferentes dideoxinucleótidos en

el DNA sintetizado y, por tanto, a la secuencia del DNA.

Para el molde de cadena sencilla, el DNA que se quiere
secuenciar se clona en el bacteriófago M13. El DNA de doble
cadena se inserta en una de las dianas de restricción del
"polylinker" (ap, 2 .12.3) de la forma replicativa. Se transfonna
E. coli con la forma replicativa (ap.2.11.3, nota c) y se

purifica el DRA de cadena sencilla a partir del sobrenadante de
bacteriófagos (ap.2.13.1).

Como cebador se utiliza un oligonucleótido sintético de 17
nucleótidos de secuencia 5'-dGTAAAAOGACGGCCAGT-3', cebador
universal complementario a una secuencia de M13 situada a la
derecha del "polylinker".

Como precursor radiactivo se empleó tanto apa Z dATP (3000
Ci/rnmol) como aS3S dATP (1000 Ci/mmol).

2 . 13. 1 PREPAR\CION DEL t-l)LDE : DRA DE CADENA SENCILlA DE M13
¡

Se parte de una placa de cultivo fresca con calvas de M13
blancas.
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PRO:E>IMIDl"TO

1. Inocular en un tubo de cultivo con

colonia de E. coli J!vll09F+.
durante más de 12 h.

3 mI de medio LB con una

Ag i tar vigorosamente a 37' e

2. Inocular en un tubo de cultivo con 3 ml de medio LB con 10 �l
del cultivo saturado de E. coli J!vl109F+ y una calva de M13

picada con un tip estéril. Dejar crecer el cul tivo con

agitación vigorosa 8 h a 37'C.
3. Pasar el cultivo a 2 tubos eppendorf, 1.5 mI a cada uno.

C€ntrifugar 10 min a temperatura ambiente.
4. Pasar 1.2 ml de sobrenadante a un nuevo tubo. Cent.r i fugar 10

min a temperatura ambiente.
5. Pasar 1 mI de sobrenadante a un nuevo tubo.
6. Añadir 300 �l de solución PEG - NaCl. rvIezclar con vortex.

Dejar 30 min a temperatura ambiente.
7. Centrifugar 15 min a temperatura ambiente.
8. Eliminar el sobrenadante por aspirac10n. Eliminar al máximo

los restos de líquido. En esta etapa se aprecia un sedimento

muy tenue de bacteriófagos.
9. Resuspender el sedimento en 100 �l de solución de RNAsa A.

Incubar 20 a 30 min a 3,·C.
10. Unir las soluciones de los dos tubos correspondientes al

mismo cultivo. Volumen de trabajo 200 �l.
11. Añadir 1 volumen de fenol. Agitar 30 s con el vórtex. Dejar 5

min a temperatura ambiente. Agitar 30 s con el vórtex.
C€ntrifugar 5 min a temperatura ambiente.

12. Recuperar el máximo de fase acuosa, superior. Pasar a nuevo

tubo. Añadir 1 vol de cloroformo isoamílico. Agitar 30 s con

vórtex. C€ntrifugar 5 min a temperatura ambiente.
13. Recuperar el máximo de la fase acuosa, superior.
14. Añadir 30 �l de acetato sódico 3M y 500 �l de etanol absoluto

frío (-20·C).
15. Dejar en frío (más de 2 h a -20·C, 30-45 min a -iO°C).

Centrifugar 15 min a 4°C.
16. Eliminar al máximo el etanol, con cuidado de no arrastrar el

sedimento, inapreciable.
17. Secar en vacio. Resuspender el sedimento en 9 uI de tampón TE

pH 7.5. Conservar congelado a -20·C.

DISOLUCIONES

Disolución PEG - NaCl

PEG 6000 20 %
NaCl 2.5 N

20 gr. de PEG 6000 más 14.61 gr de NaCl en 80 ml de
agua. Enrasar a 100 mI. Esterilizar por autoclavado.
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Disolución de RNAsa

RNAsa A 0.2 ugr-/ml
Tris-HCl 10 mM pH i.5
EDTA 1 mfvl

10 uI RNAsa A (20 msr/rnl ) en 990 !JI de tampón TE pH
i.5.

OBSERVACION"ES

a. El sedimento bacteriano de la centrifugación en el paso 3

puede servir para preparar la forma replicativa
(ap.2.3.3.2). El resto de sobrenadante no empleado en el

paso 4 se emplea como stock del lisado, conservándolo a 4 ·C,
y es estable durante más de tres meses.

b. Es importante eliminar al máximo todos los restos de PEG pues
puede interferir en las reacciones de secuencia.

c. Cuando las reacciones se hacen empleando como marcaje S3 s se

necesita mayor cantidad de molde que cuando se emplea p32 ,

por ello procesamos los 3 mI de cultivo y se emplean 8 de
los 9 !JI de DNA de cadena sencilla obtenidos para hacer las
reacciones. El J-ll restante se usa para comprobar su estado
en un minigel de agarosa al 1 %.

2.13.2 REACCIONES DE SECUENCIA

Se describen las reacciones de secuencia en que se emplea
35 S-dATP como marcador. El procedimiento se tomó de "Sequencing
Manual" Phanna.cia.

PROCEDIMIENTO

a. "Annealing"

1. En un t.ubo eppendorf mezclar
8 J-ll DNAss (aprox. 1.5 J-ll)
1 J-ll tampón PL-1
1 J-ll solución cebador

2. Incubar 1 h a 60·C. Sacar del baño, centrifugar brevemente y

dejar a temperatura ambiente 15 a 20 mino Se pueden emplear
inmediatamente o dejar congeladas a -20·C.

b. Reacciones

3. Marcar cuatro tubos eppendorf A, T, G y c.

4. Añadir sobre hielo a cada uno de ellos 2 J-ll de la solución

correspondiente de deoxi-dideoxinucleótidos fría (es decir

al tuoo A se le añade la solución A, etc ••• )
5. Preparar la solución molde + Klenow + narcaje , sobre hielo:

10 J-ll solución de "annealing"
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1 �l a-S35-dATP (aprox 110 Ci/rnmol) (nota a)
1 a 2 U Klenov

6. Añadir 2.5 �l de solución molde + Kleno� + marcaje a cada uno

de los cuatro tubos. Centrifugar brevemente.

l. Incubar a 30·C durante 20 mino
'

8. Añadir a cada tubo 2 u I de solución Chase . Centrifugar
brevemente.

9. Incubar 15 min a 30·C.
10. Añadir a cada tubo 3 �l de solución de parada + colorantes.

Centrifugar brevemente.
11. Alicuotar 2 uI por tubo, 2 tubos por cada letra, para las dos

cargas del gel de secuencia. Conservar congelado a -20'C.

DISOLUCIO!--i"ES

Tampón PL-I

Tris-Hel 100 m'l.l pH 7.5

MgCh 100 )Th1\1
DIT 50 m'l.¡

Conv iene que sea fresco. Se prepara 1 ml con 100 u I
Tris-Hel IN pH t . 5. 1 00 �l r-�C12 1 :V1. 50 ,_11 DIT 1 ¡'vI con
750 �l de agua. Se hacen alícuotas de 100 �l que se

conservan a -20·C.

Disolución de cebador

2. 5 ngr/�l cebador �1l3 17 !'IER Biolabs (#1211)

Disoluciones stock de dideoxinucleótidos

dd.\¡lP 10 w-I

Se ha empleado el kit de

preparados a una concentración
en alicuotas de 25 �l a -70·C.

dideoxis
de 10

de Phannacia,
mM. Se oonservan

Disoluciones de deoxi-dideoxinucleótidos

Las concentraciones y relaciones empleadas se han ido variando en

función de la secuencia a determinar. Las que se indican a

continuación han sido las más frecuentes :
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Disolución A Disolución T Disolución G Disolución (

ddATP
ddTTP
ddGTP
ddCTP

13 ¡ffl
175 ¡Jl"l

45 ¡..tM
25 ¡..aM

dATP
dTTP
dGTP
dCTP

62.5 ¡ffI 4.1 J,L."'1 82 ¡..t!'I 82 ¡..aM
62.5 ¡J}'l 82 ¡ffI 4.1 J,L.-""¡ 82 ¡..aM
62. 5 I-L� 82 ¡..tM 82 ¡..t!'1 4 • 1 J,Lfi

10 mN 10 rnt-I 10 m.fi 10 mM
10 m� 10 nfvI 10 m"'1 10 m."'1
1 m� 1 mM 1 mM 1 nfvl

l-.lgC12
Tris-HC17.5
D'IT

Se parte de las soluciones :

ddá 1 mfi : 2 ¡JI ddA 10 mM + 18 ¡JI agua estéril
ddT 10 mM
ddG 1 rnt-l : 2 ¡JI ddG 10 rnt-l + 18 ¡JI agua estéril
ddC 1 m"'I : 2 ¡JI ddC 10 rnt-I + 18 ¡JI agua estéril

conservadas a -70'C.
dá , dT, dG, de 0.5 mM cada una, conservadas a -20·C

�. se preparan en el momento :

dT 0.1 m� 2 ¡JI dT 0.5 mM + 8 ¡JI agua estéril
dG 0.1 nt-l : 2 ¡JI dG 0.5 mM + 8 ¡JI agua estéril
de 0.1 m"l : 2 ¡JI dC 0.5 mM + 8 ¡JI agua estéril

y también las disoluciones según la tabla :

Disolución A Disolución T Disolución G Disolución e

ddá (1 m�) 1.3 ¡JI
ddT (10 m"'l) 1.65 ¡JI
ddG (1 nfvl) 4.5 ¡JI
ddC (1 mM)
dA (0.5 mM)
dT (0.5 mM) 12.5 ¡JI 16.4 ¡JI
dG (0.5 mM) 12.5 1-11 16.4 1-11
de (0.5 mM) 12.5 ¡JI 16.4 1-11 16.4 uI

dT (O. 1 rnt-Il 4.1 ¡JI
dG (0.1 mM) 4.1,ú
dC (O. 1 rnt-1)
l-.lgC12 1 M 1 1-11 1 ¡JI 1 1-11
Tris 1 M 7.5 1 ¡JI 1 1-11 1 ¡JI
D'IT 0.1 M 1 ¡JI 1 1-11 1 ¡JI
agua estéril 54.9 ¡JI 58.4 ¡JI 55.5 1-11

vol total 100 ¡JI 100 1-11 100 ¡JI

2.5 ,Jl

16.4 ¡JI
16.4 1-11

4.1 ,.ll
1 ¡JI
1 ¡JI
1 1-11
57.6 ¡JI

100 1-11

Se preparan volúmenes pequeños (100 1-11) y se a1icuotan

(25 a 50 ¡JI). Conservar a -20·C. Conviene no emplearlos
más de seis semanas seguidas, especialmente si se

a1

ti>
materiales y métodos 201'cr

(�f •

------------------------ � � �



descongelan con frecuencia.

Disolución "Chase"

0.5 m.1I,1 de cada d\'TP (dt\, dT, dG y de)
Tris-HCl 10 mM pH ;.5

Disolución de parada + colorante

Disolver en 1 ml de formamida desionizada 1 rng xilencianol,
1 rngr azul de bromofenol y 20 ,Jl EDTA 0.5 M pH 8.5.

OBSERYACION'ES

a. La radiactividad empleada en las reacciones de marcaje fue en

forma de a-S3 s dATP, que puede adquirirse con tres
actividades específicas diferentes (Amersham). Se empleó
preferentemente la primera citada, pero también
ocasionalmente las otras en las cantidades que se citan :

SJ 264 Amersham 410 Ci/rnmol, 1 �l/reacción
SJ 304 Amersham 650 Ci/rnmol, 1.5 �l/reacción
SJ 1304 Amersham >1000 Ci/rnmol, 3 �l/reacción

b. Se empleó como polimerasa Klenow indistintamente las
suministradas por Boehringuer o Biolabs, ambas de

aproximadamente una actividad de 5 U/�l.
c. Las reacciones se conservaron a -20"C por un período de 1

semana sin que en los geles se apreciara degradación
radioquímica significativa.
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3, RESULTADOS



3. 1 BUSQUEPA DE CLONES GENa1IOOS lKMJLOOQS

A LAS DISTINTAS SONDAS DI�IBLES

Como se ha citado en la Introducción en el laboratorio se

disponía de una colección de clones cDNA codificantes para las

distintas familias descritas hasta el momento (Messing et al.

1983) cedidos por el Dr. B. Burr así como los clones pMEl19

(glutelinas-2 28 kDa) y Jtffi11i (zeínas-II 16 kDa) obtenidos en el

laboratorio por S. Prat y J. Cortadas (Prat et al, 1985; Prat,

1986). Estos clones cDNA eran, segun Messing (Messing et al,

1983), clones de referencia en la clasificación de los genes

conocidos de proteínas de reserva del maíz (ver Tabla 1.7). Las

características de estos clones se resumen en la tabla 3.1.

r¡o1t[rE- plaslI:co si st eaa clonaie lCLgituci inserte recup. diana réféTe:r:cia

A�C pMB9 BeohI celas A-T 921 pb nc Fark et al,SO
A3[: pl!B� BeoEi col as A-"f 794 pe no Park et al.SO
849 pMB9 EeoRI celas A-T 467 pb D(\ Par! et al,SO
B59 pM¡;� EeoRI eolaE A-T 800 po nc Burr et al, S:
836 pHB9 EeoRí celas A-T 310 po no Burr et al,8Z
pHiíj� pBR3ZZ Fsti colas G-e 670 pb si [Pst I i Prat , iS�6

pHEl19 pBR3ZZ PstI colas G-e BiO pe si i Psi I i Frat et al, as

Tabla 3.1 Características de los plásmidos empleados como

sondas en la búsqueda de clones genómicos

El inserto de los clones A20, A30. B49, B59 y B36 no se

puede aislar íntegro pues el método de clonaje empleado no

permi te recuperar la diana de restricción donde se inserta. Los

insertos de los clones pME117 y �ffil19 se pueden aislar empleando

el enzima PstI pero troceados pues contiene diversas dianas para

este enzima. Por esto en todos los casos se decidió emplear el

plásmido linealizado como sonda en los experimentos de búsqueda

de clones genómicos.

Para poder localizar una secuencia de copia única en una

genoteca de DNA de maíz de las características anteriormente
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descritas es necesario probar un número de recombinantes de

alrededor de 1.106• Las dificultades de manipulación de un número

de filtros tan elevado, con varias f sondas simultáneamente, nos

hicieron plantear la búsqueda a partir de un número menor de

clones inicialmente. Se realizaron un total de 5 búsquedas con un

total de 1.3 x 106 recombinantes analizados.

3 • 1 • 1 PRIMERA BUSQOEDA 200000 U. F • P • ( O • 5 X GENQ'lA)

Esta primera búsqueda se planteó con la finalidad de aislar

clones genómicos homólogos a todas las sondas disponibles (i,

Tabla 3.2). Para ello se sembró la genoteca en placas de LB-Agar

1.5 % de 9 cm 0 con agarosa blanda a una densidad de

aproximadamente 10000 u.f.p./placa, sobre la cepa 555 recA- de �

col i . Después de crecer las placas durante unas 12 h a 37 o

e se

enfrían a 4'C para endurecer la agarosa y se obtienen réplicas en

filtros de nitrocelulosa de 85 mm 0 (ver ap. 2.8.5). De cada

placa se obtuvieron dos réplicas (A y B).

El procedimiento de búsqueda se describe en la figura 3.1.

Cada uno de los juegos de réplicas se hibridó (ver ap. 2.10.4)

con una serie de sondas en procesos seguidos de hibridación,

lavado y eh�sición autoradiográfica. El primer juego de filtros

se hibridó con las sondas pMEl17 y A20. Después de deshibridar se

hibridó con las sondas A30 y B36. El segundo juego de filtros se

hibridó con las sondas pMEl19 y B49 y, después de deshibridar,

con la sonda B59. Debido a la fragilidad de los filtros, se

decidió no deshibridar más que en una ocasión a lo largo de todo

el proceso. Después de cada ciclo de exposición autorradiográfica

se aislaban las señales positivas de las placas de cultivo. Así

sólo se contabilizaban como positivas para una sonda determinada

aquellas señales positivas nuevas que aparecian en cada ciclo.

Todo proceso de aislamiento de clones genómicos a partir de
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una genoteca en bacteriófago requiere someter al aislado positivo
a una serie de ciclos de siembra-réplica-hibridación hasta

asegurar que la totalidad de u.f.p. presentes es positiva a la

sonda empleada. Este procedimiento se ilustra en la figura 3.1

Después de aislar la señal positiva se eluye el bacteriófago en

tampón lambda-dil (500 u l }, durante 2 h a 4 ·C. Se siembra cada

uno de los clones aislados a una densidad de 500 a 1000

u. f • p. /placa. Después de crecer durante unas 12 h a 37· C se

obtiene una réplica en nitrocelulosa, que se hibrida con la sonda

empleada en su aislamiento. Se exponen los filtros frente a una

película autorradiográfica. De aquellas placas que presenten
señales positivas se aislan dos de ellas, que se eluyen de la

misma forma. Seguidamente, se siembran a una densidad menor, de

100 a 500 u.f.p./placa, de modo que queden bien aisladas. Se

obtiene una nueva réplica en nitrocelulosa, y se vuelve a

hibridar con la sonda. Después de exposición autorradiográfica

debe comprobarse que la totalidad de las calvas de lisis de

bacteriófago en la placa de cultivo presentan señal positiva. Se

aislan dos de ellas y se eluyen en tampón 'lambda dil' (ap.

2.3.4.1) (500 �l).

3.1.1.1 Búsqueda

Las sondas se prepararon por marcaje radiactivo con a32P

dATP por la técnica de 'nick - translation' (ver ap , 2.9.1) a

partir de los plásmidos linealizados. Se obtuvieron sondas con

una actividad específica de aproximadamente 200000 cpm/�gr DNA.

Las hibridaciones se realizaron en condiciones relajadas

(ver ap. 2.10.4), con una concentración de sonda de 200000 cpm/ml

de solución de hibri�ón por término medio. La duración de la

hibridación fue en todos los casos de 12 a 15 h, a SS·C. Los

lavados a que se sometieron los filtros se describen en el ap.

2. 10.4. Los filtros, secos, se expusieron frente a película

autoradiográfica en dos períodos, de 12 h y de 4 d. Las señales
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positivas se aislaban mediante pipetas Pasteur, y se eluían en

500 ml de tampón 'lambda dil' (ap. 2.3.4.1) (ver ap. 2.3.4.1).

I

Después de la primera serie de hibridaciones se observó que

la presencia de DNA de esperma de salmón desnaturalizado en la

solución de hibridación a concentraciones de 250 �gr/ml reducía

la intensidad de las señales positivas. En estos casos clones

positivos presentaban señales ténues en su mayoría incluso en

exposiciones de 4 d con pantallas amplificadoras. Por ello se

decidió reducir la concentración de DNA de esperma de salmón

desnaturalizado en la solución de hibridación a 1-5 �gr/ml,

aportado por la solución de sonda.

De las 248 (#1 a #248) señales positivas aisladas en el

primer ciclo de purificación se mantuvieron como positivas

después de tres ciclos un total de 31, que se distribuían como se

recoje en la tabla 3.2.

senda numero de p0sitivos aislamientos

pMEii 9 Z '3, H
pME i 1 i O

AZO 15 '13, 115, '19, IZ8, '31, '32, '33, 141, #45,
'46, t4i, 149, '50, '53, '56

B4S '60, '6i, #6Z
B59 ,i85, ,i87, '200
A3í' '204, ,Z05, '206, '207, '208
B:lo l2i8, #223, IZZ5

Tabla 3.2 Aislamientos en la primera búsqueda.

Figura 3.1 : Esquema del procedimiento de aislamiento de clones
genómicos de una genoteca empleando una sonda homóloga.

A señal primaria, densidad de 10000 u.f.p./placa
� señal secundaria, densidad 500 - 1000 u.f.p./placa
º señal definitiva, densidad 50 - 100 u.f.p./placa
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Después de la primera búsqueda se dispuso de clones

genómicos positivos a todas las sondas empleadas, con excepción

de la sonda pME11i.

3.1.1.2 Caracterización de los aislamientos

Con la finalidad de preparar DNA de cada uno de los

aislamientos realizados se sembraron a lisis confluyente (> 10000

u.f.p./placa) en placas de 9 cm �. Los bacteriófagos se eluyeron

con 5 mI de tampón 'lambda dil' (ap. 2.3.4.1). Este eluido se

conservó a 4'C en tubos de cultivo como stock del aislamiento.

Cada uno de los eluidos se tituló (ap. 2.3.4.1). Conocido el

título de bacteriófago, se preparó un crecimiento en medio

líquido (15 mI) a partir del cual se obtuvieron, por

suficiente volumen de lisado de bacteriófago para

una parte

stock y

ampli ficaciones posteriores y, por otra parte, suficiente

bacteriófago para poder purificar su DNA (ver ap. 2.3.4).

La digestión del DNA de cada uno de los bacteriófagos

aislados, con las endonucleasas de restricción EcoRI y HindIII,

nos permitió cuantificar la longitud de los insertos con una

media de 12.7 kbp.

Figura 3.2 Aislamiento lambda ZG-1 (Boronat et al., 1986).
Plásmido p22.3, contiene un fragmento HindIII-EcoRI de 1.9

kbp que contiene un gen de glutelina-2. Se indica la
estrategia seguida en su secuencia, así como la posición de
las dianas de restricción para algunos de los enzimas
empleados en su determinación.
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En el laboratorio, simultáneamente a este experimento de

búsqueda se estaba caracterizando un fragmento de DNA genómico

(plásmido p22. 3, Boronat et al.,
I
1986; ver figura 3.2) que

contenía un gen de glutelina-2. De este estudio se desprendía que

sólo se disponía de unos 500 pb de la zona flanqueante a 5' de

este gen. Para un estudio de los posibles elementos de regulación

a 5' era importante disponer de un fragmento mayor de esta zona.

Por ello, nos dispusimos a caracterizar primordialmente los

clones positivos a la sonda pMEl19.

3.1.1.3 Caracterización aislamientos #3 y #6

Los clones #3 y #6 se aislaron como positivas a la sonda

¡:i'IEl19 con una señal intensa. Sin embargo, en el segundo juego de

réplicas se apreciaron señales más ténues en la zona de estos dos

aislamientos para la sonda pME117. Este resultado se entiende

cuando se comparan la hornología entre estos dos clones cDNA. Esta

secuencia se resolvió, por S. Prat (Prat, 1986), casi

contemporáneamente a este proceso de búsqueda. Se observa que en

la zona de homología, de 670 pb, ésta es del 80 %. En las

condiciones de hibridación que se emplean es difícil diferenciar

entre secuencias con una homología tan elevada. El cambio de las

condiciones de severidad en las hibridaciones o en los lavados no

es aconsejable debido a la muy escasa cantidad de DNA del

bacteriófago en cada una de las calvas de lisis de la placa. Esto

es aún más remarcable en el caso de los vectores que crecen sobre

cepas recA-, donde el rendimiento es muy bajo.

Se preparó DNA de los aislamientos por doble

ultracentrifugación en cojines de cloruro de cesio (ver ap.

2.3.4.2) • El rendimiento, bajo en ambos casos (aproximadamente
400-500 �gr), fue superior para el bacteriófago #6. El DNA

obtenido permitió realizar digestiones con diversos enzimas de

restricción (EcoRI, HindIII y BarnHI) y comparar los productos de
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digestión. El inserto, de 17 kbp, era en los dos aislamientos el

mismo.

Analizando

EcoRI, HindI Ir

los productos

y EcoRI+HindIrI

de 'digestión para los enzimas

del aislamiento #6 se observaron

una serie de anomalías (ver figura 3.3) :

1. En la digestión EcoRI el fragmento de mayor movilidad

electroforética, correspondiente al brazo izquierdo del

vector. lambda Charon-35 (19471 bp) tiene el tamaño esperado,

pero el fragmento siguiente, correspondiente al brazo

derecho del vector (10615 bp) tiene un tamaño aparente

superior, entre 11.5 y 12.5 kbp.

2. La doble digestión EcoRI-HindIII muestra que la banda de

peso molecular aparente de 7.0 kbp es completamente anómala,

pues cabría esperar una banda de 10.5 kbp en su lugar,

correspondiente al brazo menor del bacteriófago.

Con la finalidad de resolver

a. qué fragmentos de restricción eran responsables de la señal

positiva a la sonda pMEl19, y

b. qué fragmentos de restricción correspondían al vector

se transfirió el gel de la figura 3.3.a a nitrocelulosa (ver ap.

2.8.1.2) y se hibridó con la sonda pMEl19 marcada por 'nick

translation' a una concentración de 400000 cpm/ml de solución de

hibridación en condiciones estándar (ap. 2.10.1). El resultado de

la exposición autoradiográfica se muestra en la figura 3.3.b. Una

vez deshibridado el filtro y comprobado, se rehibridó con la

sonda lambda Charon-35 marcada por "nick-translation" , en

condiciones similares a las anteriores. El resultado de la

exposición autoradiográfica del filtro se muestra en la figura
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3.2.c.

Los fragmentos de restricción positivos a la sonda ¡tffi119
son una banda de 6.0 kbp EcoRI-EcoRI, de 1.9 kbp EcoRI-HindIII y

de 9.0 kbp HindIII-HindIII. A la sonda lambda Charon-35 se

revelan positivas las bandas de 20 y 12 kbp EcoRI, de 20, 7.0 )-

4.5 kbp EcoRI-HindIII y de 20, 9.0 y 4.5 kbp HindIII. Estos

resultados, inesperados según el mapa físico descrito del vector

(figura 2.2) (Loenen y Blattner, 1983) nos hicieron pensar que

estos aislamientos presentaban indicios claros de recombinación

que afectaba al brazo derecho de éste. Hay que resaltar que esta

anomalía en el tamaño de los brazos del vector no se observó en

ningún otro de los aislamientos estudiados.

De esta primera búsqueda se dispuso de clones genórnicos para

las sondas A20, A30, B36, B49 y B59. Los clones aislados para la

sonda pME119 presentaban claros indicios de recombinación, y no

se encontraron señales positivas a la sonda pME117. Por ello, se

procedió a realizar nuevos procesos de búsqueda, ahora sólo para

las sondas pME119 y pME11i.

3. 1 .2 SEGl,iNDA BUSQUEDA 470000 CLONES ( 1. 2 X GENC1.-1A.)

Este segundo proceso de búsqueda se realizó simultáJleamente

a la caracterización de los aislamientos positivos, especialmente
del #3 y #6. Por ello, sólo se realizó para la sonda pMEl17.

Se plaquearon 470000 u.f.p. en placas de 9 cm � como se ha

descrito anteriormente. De cada placa se preparó sólo una

réplica, que se hibridó con la sonda pME117. Después de 4 días de

exposición autoradiográfica de los filtros se aislaron 10 señales

positivas ténues. Estas señales desaparecen en las siguientes

rondas de purificación.

resultados 213



3.1.3 TERCERA BUSQL�A 360000 �"ES ( O • 9 X GEN0:lA)

3.1.3.1 Búsqueda
,

Este tercer proceso de búsqueda se realizó a partir de 36

placas, en las que se sembró la genoteca I y de las que se obtuvo

una réplica en filtros de nitrocelulosa.

En un primer paso se hibridaron las réplicas con la sonda

pME119, en las condiciones anteriormente descritas. Después de

exposición autoradiográfica se localizaron 44 señales positivas

(#261 a #304), de diferentes intensidades que, después de tres

ciclos de purificación quedaron reducidas a 27. Se trata de los

aislamientos : #261, #262, #264, #266, #267, #268, #269, #270,

#271, #272, #273, #278, #280, #281, #282, #283, #284, #285, #286,

#287, #289, #290, #291, #292, #302, #303 y #304.

Después de deshibridar los filtros de réplica, se hibridaron

con la sonda �ffi11i. Una exposición autoradiográfica de 4 dias no

permitió apreciar señales positivas que no coincidieran con los

aislamientos #261 a #304. En todos los casos la señal era más

ténue.

3.1.3.2 Caracterización aislamientos #261 a #304

De todos los aislamientos se obtuvo a partir de una placa a

lisis confluyente un eluido en tampón 'lambda dil' (ap. 2.3.4.1)

que se conservó como stock. A partir de éste, titulado, se

preparó un crecimiento del bacteriófago en medio líquido del que

se aisló DNA del bacteriófago. Una primera caracterización se

realizó a partir de este DNA por restricción con los enzimas

EcoRI y HindIII. El hecho de que el vector de clonaje crezca

sobre cepas recA- debe reducir las posibilidades de

recombinación, pero asimismo reduce, y mucho, los rendimientos de

purificación de DNA del bacteriófago, pues crece con dificultad.
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Por ello, para obtener DNA sufi.c ierrte para establecer un mapa

físico del inserto y poder, de ser necesario, purificar alguna
banda para el subclonaj e , fue necesario crecer cada uno de los

aislamientos en 1 litro de medio, y purificar el bacteriófago por

doble ultracentrifugación a través de cojines de cloruro de cesio

(ver ap. 2.3.4.2).

A partir de 1 litro de cultivo del bacteriófago se

obtuvieron entre 200 y 600 jJgr de DNA del bacteriófago. Este

rendimiento es escaso pero sin embargo suficiente para poder
hacer las digestiones necesarias con enzimas de restricción para

establecer mapas físicos del inserto.

Se emplearon cuatro enzimas de restricción: BarnHI, EcoRI,
HindIII y KpnI. Para poder determinar con precisión tanto los

fragmentos grandes (superiores a 4 kbp) como los pequeños (entre

300 y 1500 pb) se analizaron siempre los productos de digestión

en rninigeles de agarosa de dos concentraciones diferentes: 0.7 y

1.5 % (ver ap.2.5.1.1). A partir del estudio de estos productos
de digestión se establecieron mapas físicos bastante aproximados
(ver figuras 3.4.c a 3.9.c).

Para todos ellos se determinaron las bandas de restricción

responsables de la señal positiva a la sonda pME119. Para ello se

transfirieron a nitrocelulosa los productos de digestión del DNA

de cada aislamiento con diferentes enzimas de restriccián (ver

figuras 3.4.a a 3.9.a) y se hibridaron estos filtros con la sonda

pME119 en condiciones estándar. Los resultados se pueden observar

en las figuras 3.4.b a 3.9.b.

Los 2í bacteriófagbs aislados poseen solamente 9 insertos

diferentes. Se pueden clasificar los aislamientos en 9 diferentes

clases, corno se expone en la tabla 3.3. El nombre de la clase

corresponde al aislamiento del que se obtuvo un mejor rendimiento'
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Figura 3.4 : Aislamiento #262 (pME119 +).

A Gel de agarosa de los productos de restricción del DNA

del bacteriófago, con los enzimas B : BarnHI, E: EcoRI, H:

HindIII y K: KpnI. Marcador de peso molecular (!!!) lambda

cI85; HindIII + EcoRI.
B : Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la

sonda PvuI-xnaI de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las

bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
c: Mapa físico del inserto, localizado dentro del

bacteriófago lambda Charon 35. Observar la presencia de una

diana HindIII anómala en el brazo derecho.

Figura 3.5 : Aislamiento #264 (pME119 +).

A Gel de agarosa de los productos de restricción del DNA
del bacteriófago, con los enzimas B : BamHI, E: EcoRI, H:
HindIII y K: KpnI. Marcador de peso molecular (!!!) lambda
cI85i HindIII + EcoRI.
B : Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda PvuI-XbaI de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las
bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
c: �apa físico del inserto, localizado dentro del
bacteriófago lambda Charon 35. Observar la presencia de una

diana HindIII anómala en el brazo derecho.
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Figura 3.6 : Aislamiento #268 (pMEl19 +).

A Gel de agarosa de los productos de restricción del D�A

del bact.er-í.óf'ago , con los enzimas B : BarnHI, E: EcoRI, H:

HindIII y K: KpnI. Marcador de peso molecular (!!!) lambda
cI857 HindIII + EcoRI.
B : Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la

sonda PvuI-xbal de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las

bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
c: Mapa físico del inserto, localizado dentro del

bacteriófago lambda Charon 35.

Figura 3.7 : Aislamiento #269 (pMEl19 +).

A : Gel de agarosa de los productos de restricción del D�A
del bacteriófago, con los enzimas B : BamHI, E : EcoRI, H:
HindIII y K: KpnI. Marcador de peso molecular (m) lambda
c1857 HindlIl + EcoRI.
B Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda Pvu'L-Xbaf de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las
bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
C: Mapa físico del inserto, localizado dentro del

bacteriófago lambda Charon 35. Observar la presencia de una

diana HindIII anómala en el brazo derecho.
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Figura 3.8 : Aislamiento #289 (pMEl19 +).

A : Gel de agarosa de los productos de restricción del DNA

del bacteriófago, con los enzimas B : BarnHI, E : EcoRI, H:
HindIl 1 y K: KpnI. Marcador de peso molecular (m) lambda
cI85i HindIII + EcoRI.
B Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda PvuI-xbaI de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las
bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
C: Mapa físico del inserto, localizado dentro del

bacteriófago lambda Charon 35.

Figura 3.9 : Aislamiento #302 (pMEl19 +).

A Gel de agarosa de los productos de restricción del DNA
del bacteriófago, con los enzimas B : BamHI, E: EcoRI, H:
HindIII y K: KpnI. Marcador de peso molecular (m) lambda
cI857 HindIII + EcoRI.
B : Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda PvuI-XbaI de p22.3 marcada por 'nick translation'. Las
bandas que presentan señal se han marcado con una flecha en

A.
C: Mapa físico del inserto, localizado dentro del
bacteriófago lambda Charon 35.
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en la purificación de DNA, en el caso de que hubieran varios en

la misma. clase.

clase l�:1g���d inse!":0 brazo! eOT!'ectos numero representantes

Z€: 1"
•

t26�o.� 00

2€4 8.5 no 17 #261, t:6�, ':66, tZ6i,
12H, 1273, 1280, #28i,
#Z82, toe- #Z84, IZ85,�OJ,

#286, #Z9G, #292, #30J,
#304

266 14 .l, si #268
�69 nc, #269
2iO 15.0 nc #2iO
27i 15.5 lié #2i1
2&� l'

"

#Z8ís I � no
,. .......

10.0 Sl #289���

30� si #2íS, 129: , #30!

Letal r"
,,¡

Tabla 3.3 Clasificación de los aislamientos positivos a la
sonda pi"1El19.

Figura 3.10 : Localización de los fragmentos de restricción EcoRI
+ HindIII de los diferentes aislamientos genómicos que
contienen secuencias del vector lambda Charon-35.

A : Gel de agarosa mediano, 0.7 % .. :

m marcador de peso molecular lambda cI857 HindIII +

EcoRI

1 #262 EcoRI + HindIII
� #268 EcoRI + HindIII

� #269 EcoRI + HindIII
i #270 EcoRI + HindIII
Q #271 EcoRI + HindIII

ª #278 EcoRI + HindIII (clase #302)
1 #281 EcoRI + HindIII (clase #264)
ª #287 EcoRI + HindIII

� #292 EcoRI + HindIII (clase #264)
10 : lambda Charon 35 EcoRI + HindIII

B : Autoradiografia del filtro hibridado con la sonda lambda
Charon-35 marcada por 'nick translation'.
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De los 2; aislamientos mapados hay claros indicios de

recombinación que afectan al brazo derecho del vector en 22 de

ellos. En la figura 3.11 se presenta una alineación de los
•

insertos de estas clases. Se observa que hay una región de

alineamiento perfecto, de aproximadamente 6.5 kbp KpnI - Eco RI.

Hacia 5' de esa región la alineación de las dianas se pierde.

Cabe pensar que la recombinación observada podría haber afectado

a una parte del inserto, lo que haría que estos aislamientos no

fueran fiables.

Con la finalidad de delimitar qué fragmentos de restricción

correspondían a DNA del vector y cuáles a inserto se cargaron en

un gel mediano de agarosa 1.0% digestiones dobles EcoRI+HindIII

de DNA de representantes de cada una de las clases descritas.

Después de transferir estos fragmentos a un filtro de

nitrocelulosa éste se hibridó con la sonda lambda Charon-35. El

gel empleado, así como el resultado de la exposición

autorradiográfica del filtro se muestran en la figura 3.10.a y b.

De este modo quedaron confirmados los mapas establecidos. En

ellos se señalan los fragmentos de restricción que contienen DNA

del vector.

Figura 3.11 : Alineamiento de los insertos de los aislamientos de
las clases 262, 264, 269, 270, 271 y 287. En todos ellos se

aprecian indicios de recombinación que afecta al brazo
derecho del vector, apareciendo una diana HindIII anómala.
Sin embargo, una región de 6.9 kbp KpnI-EcoRI (recuadrada)
se mantiene en todos ellos, pudiendo alinearse todos los
insertos perfectamente. Dentro de esta región se localiza un

fragmento HindI1 I-EcoRI donde se encuentra el gen
correspondiente al clon cDNA pME119 (Prat et al., 1985).
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Las causas que pudieran haber provocado esta recombinación

son desconocidas por nosotros. Sin embargo, parece interesante

destacar los dos puntos siguientes : I

1. se observó un aspecto anómalo del brazo derecho únicamente

en los clones aislados como pos i t ivos a ¡i'IEl19.

2. en todos los casos en que se observó este fenómeno el gen de

glutelina-2 se encontraba situado en las 2 a 3 kb más

próximas a este brazo, y con la región 5' del gen dirigida

hacia éste. Tan sólo en la clase 302 el gen presenta esta

misma orientación, pero la distancia al brazo derecho es

sensiblemente superior (í kbp).

En 5 aislamientos de los 27 no hubo ningún indicio que haga

pensar en que habían presentado recombinación. Una alineación de

los insertos se muestra en la figura 3.12. Estos insertos alinean

perfectamente en una región que comprende 18.5 kbp de genoma. Si

se alinean con respecto al clon descrito ZG-1 (Boronat et al.,

1987) se cubre una zona de genoma de 20 kbp (ver figura 3.12).

Figura 3.12 : Alineamiento de los insertos de los aislamientos de
las clases 268, 289 y 302. En estos clones genómicos el
inserto se puede alinear perfectamente, delimitando una zona

de genoma de 18.5 kbp. El- gen correspondiente al clon cDNA

pME119 se localiza en un fragmento HindIII-EcoRI de 1.9 kbp.
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Así pues, se habían aislado 5 clones genómicos homólogos a

la sonda pMEl19 correctos. Estos sólo tenían tres insertos

diferentes, pero cubrían una zona de genoma de 18.5 kbp (20 kbp
t

si se incluye el aislamiento anterior ZG-1). El gen de glutelina-

2 se encuentra casi centrado en esta zona.

Para confirmar que se trataba realmente del IDlsmo fragmento

de DNA genómico se procedió a subclonar el fragmento HindIII

HindIIl de 3.0 kbp de los aislamientos #268, #289 y #302 en un

plásmido de elevado número de copias como pUC18 (ver ap.2.12). De

este modo se obtuvieron los plásmidos p268C, p289 y p302. Después
de su amplificación (ver ap. 2.3.3.1) se mapeó el inserto

mediante los enzimas de restricción BarnHl, EcoRl, HindllI, Kpnl,

Pstl, Sal! y Anal. De la comparación de los productos de

restricción se concluyó que los tres insertos eran idénticos.

Figura 3.13 : Alineamiento de los insertos de los aislamientos de
las clases 268, 289 y 302, y del clon genómico lambda ZG1

(Boronat et al., 1987). Alineando los cuatro insertos se

cubre una región de genoma de 20 kbp, con el gen
correspondiente al clon cDNA pMEl19 centrado. Se indica la
posición del gen y su orientación, así como la zona de
genoma de la que se ha determinado la secuencia
nucleotídica.

228 resultados



O) CQ C\J
.....Q
ISl

Q) (() a �
�

C\J C\J CW)
o -
N

::I: ::I:

::I: ::I:

..:r: ::I: ..

! e::I: ::I:
.. ..

�e ..
..

i•

::I: • .. CW)I ..
.. 1:

�
..

>-
11)

•
:r: ::I: 1: ..::I: • ..

:r: :r: :r: • ..

Q)• �::I: ::I: ::I: .. .. <o..
•..

C\J
:r: :r: :r: O)

CQUJ UJ UJ C\J

� � � [B
O so:r: :r: :r:

-q:
.,..

:r: <3:r:

�:r: :r:

�
UJ �

� � �11) -

<:m m
-

-.Jm m

-q::r: :J:

o -

resultados 229
----------------



3.1.3.3 Determinación de la secuencia nucleotídica

del inserto p268C

Una vez determinado el mapa físico para estos enzimas del

inserto del plásmido p268C (ver figura 3.14) se diseñó una

estrategia de secuenciación. El método de secuencia empleado fue

el descrito por Sanger (Sanger et al., 1977j 1980) (ver ap.

2.13) , con a3 2 P-dATP como nucleótido marcado. Se cambió de

isótopo trazador a 35S en forma de a35S-dATP tan sólo en la

resolución de la secuencia de los últimos subclones.

Para obtener los subclones adecuados a la secuencia se

realizaron clonajes dirigidos en los vectores M13mp18 y M13mp19

(ver ap.2.12) empleando para ello fragmentos de DNA purificados
de gel (ver ap. 2.7) o bien al azar de los fragmentos de

restricción Sau3AI en la diana BarnHI del vector Ml2mp18. La

estrategia de secuencia se resume en la figura 3.14.

La preparación de DNA molde (DNAss) se realizó como se

describe en el ap.2.13.2.

Figura 3.14 : Mapa de restricción del inserto del plásmido p268C

A Gel de agar-osa 0.8%
ID : marcador peso molecular lambda cl857
lambda cI857 HindIll + EcoRI.
y los productos de restricción del plásmido
los enzimas h: HindIII, � : EcoRI, Q
KpnI, p : PstI, ª : SalI y � : XbaI.

Hindlll +

p268C para
BarnHI, k :

B : Autoradiografía del filtro réplica del gel hibridado con

la sonda PvuI-XbaI de p22.3 marcada por 'nick translation'.

C : Localización física de las dianas de restricción para
algunos enzimas. La posición exacata se ha obtenido a partir
del estudio de la secuencia de nucleótidos (figura 3.17).
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Los productos de reacción se analizaban en geles de

acrilamida 6% (ver ap.2.5.3) de 0.25 mm de espesor, en las

condiciones ya descritas. Una vez s�o el gel sobre el vidrio

se exponfa este a temperatura ambiente frente a película

autorradiográfica. En ex�siciones de 12 h a 4 d se podían

obtener autorradiogramas que permitían determinar de 200 a 350 bp

por cada clón analizado en dos cargas sucesivas.

Una vez leídas las secuencias de los geles, se introducían

en un ordenador IB�l-PC AT en el que se encuentra instalado el

programa Micro-GenieR (Beckman) y con la opción de alineación

(Merge) se obtenían los solapamientos entre las diferentes

secuencias leídas. Los puntos de discordancia se comprobaban en

los autoradiogramas correspondientes, y de ser necesario se

volvían a repetir las secuencias de esa zona, leyendo la otra

cadena. De esta forma se determinaron los 2975 nucleótidos del

inserto de p268C (ver figura 3.16). La zona de solapamiento con

la secuencia conocida del plásmido p22.3 (Boronat et al., 198;;

ver figura 3.2 y figura 3.32) resultó ser idéntica.

Figura 3.15 : Estrategia de secuencia del inserto del plásmido
p268C. Fragmento HindIII-HindIII de 3.0 kbp del aislamiento
genómí.co #268. Se indica la posacaon de la zona codificante.
(A : Sau3AI, E : EcoRI, H : HindIII, K : KpnI, P : PstI, S :

SalI, X : Xba 1).
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10 20 30 40 50 60

MGC'ITGACf GAA<\TGGAi\G AC.GATCATAA CGA<\GGATGA AACGGTCACG MGCTATGTG

70 80 90 100 110 120

CAGAGGAGCT TCGGCATGAC AGCAGAAAGG GGAAACCGAC TIAAAGATGA AAAGCCA<\AT

130 140 150 160 170 180
CAGC.ccTCM AGA;\TIACfA TAGAGTIATI GATA<\AMGT AAAGGGCATI MTGTM'I'IT

190 200 210 220 230 240

TATACGGACf GC.GTCCCGTG CCTATAAATA GATGAACAGT ATI'CATGTAT TGTI'CAC.Gcr

250 260 270 280 290 300

GACTI'GGCAT TGGTATCACG CCTCTACCCT TACTITCCTI CMGCCGAAG TACA'ITI'GTI

310 320 330 340 350 360
GTTGTCG'I'IT ATATMGCM MTAAATGA<\ MTGAATIM TGTI'CAAAAG TAATCATATI

370 380 390 400 410 420
A'ITITATGTG TGMTCITCT TTAC1'TI'TI'C ATTTGATIAT GATTATGAAG GTATGACCTT

430 440 450 460 470 480

CATAAccrrc GTCCGAAATC CATTATATCC AAAGGAAAAT AATGC'TI'CGA AGGACGAAGG

490 500 510 520 530 540
ATTTTGATAT TTMCATITI ATGTTGCC'IT GTTCITAATT CATAGCA'I'IT GAGAACAAGT

550 560 570 580 590 600
CCCCAACACC AATC'ITI'ATC TTTACTATAT TAAAGCACCA GTI'CAACGAT CGTCTCGTGT

610 620 630 640 650 660
CMTATTATI AMAAACTCC TACATTTCIT TATMTCAAC CCGCACTCTI' ATAATCTC'IT

670 680 690 700 710 720
CTCTI'ACfAC TATAATAAGA GAG'I'ITATGT ACAAAATAAG GTf'..IÁÁATTAT GTATMGTGT

730 740 750 760 770 780
TCl'GGACCIT GGTTGTTGGC TCATATI'CAC ACMccrAAT CAATAGAAAA CATATGTTTT

790 800 810 820 830 840
ATTAAAACAA AATTTATCAT ATATATATAT ATATATATAT ATATATATAT ATATATATAT

850 860 870 880 890 900
AATATAAACC GTAGCMTGC ACAGGCATAT GACTAGTGGC AACITAATAC CATGTGTGTA

910 920 930 940 950 960
TTAAGATGA<\ TMGAGGTAT CCAAATAAAT AACTTGTTCG CITACGTCrG GATCGAAAGG

Figura 3.16 : Secuencia nucleotídica del inserto del plásmido
p268C. Se ha subrayado la zona codificante.
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970 980 990 1000 1010 1020
GGTI'GGAAAC GA'ITAAATCT C'ITCCTAGTC AAAAITAAA..T AGAAGGAGAT 'ITAATCGATI

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TCrCCCAATC CCCITCG..t\TC CAGGTGCAAC CGA.t\TAAGTC CTI'AAATG'IT GAGGAACACG

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AAACAACCAT GCA'ITGGCAT GTAAA..GC'TCC AAGAATIeGT TGTATCCTI'A ACAAr::I'CACA

1150 1160 1170 1180 1190 1200
GAACATCAAC CAAAAITGCA CGTCAA..GGGT ATTGGGTAAG AAACAATCAA ACAAATCCTC

1210 1220 1230 1240 1250 1260
TCTGTGTGCA MGAAACACG GTGAGTCATG CCGAGATCAT AcrcATCTGA TATACATGCf

1270 1280 1290 1300 1310 1320
TACAGCTCAC MGACATIAC AAA..C.A..AGrCA TATI'GCAITA CAA.t\GATCGT 'ITCATGAAAA..

1330 1340 1350 1360 1370 1380
ATA.t\AATAGG CCGG.AACAGG ACAAAAATCC ITGACGTGTA AAGTAAAITT ACA.t\CMAAA

1390 1400 1410 1420 1430 1440
AAAA..OCCATA TGTCAAGCTA MTCTA.t\1TC GIT'ITACGTA GATCAACAAC CTGTAGAAGG

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CAA..CA.t\.A..ACT GAGCCACGCA GAAGTACAGA ATGATI'CCAG ATGAACCATC GACG'ffiCTAC

1510 1520 1530 1540 1550 1560
GTA4AUA..GAG TQA..CGAGTCA TATACA'ITTG GCAAGAMCC ATGAAGCTGC crACAGCCGT

1570 1580 1590 1600 1610 1620
CTCGGTGGCA TAAGAACACA AGAAA'ITGTG TTAA'ITAATC AAAGcrATAA ATAACGCTCG

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CATGCC1'GTG CACTI'CTCCA TCACCACCAC TGGGTCTI'CA GACCAITAGC ITTATCfACT

1690 1700 1710 1720 1730 1740
CCAGAGCGCA GAAGAACCCG ATCGACACCA TGAGGGTG'IT GCTCG'ITGCC�

1750 1760 1770 1780 1790 1800

TGGCTCTCGC TGCGAOC.QC(; ACCTCCACGC ATACAAGCIJG CGGCTGCGGC TGCCAGCCAC

1810 1820 1830 1840 1850 1860
CGCCGCCGGT TCATCTACCG CCGCCGGTGC ATcrGCCACC 'I'CCCGTICAC craccACCTC

1870 1880 1890 1900 1910 1920

CGGTGCATCT CCCACCGCCG GTCCACcroc CGCCGCCGGT CCAcc:raccA CCGCCGGTCC

1930 1940 1950 1960 1970 1980

ATGTGCCGCC GCCGG'I'TCAT C1"GCCGCCGC CACCATGCCA crACCCTAcr CAACCGCCCC
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1990 2000 2010 2020 2030 2040
OOCCI'CAGCC TCATCCCCAG CCACACCCAT GCCCGTGCCA ACAGCCGCAT CCAAGCCCGT

2050 2060 20iO
¡
2080 2090 2100

GCCAGCTGCA GGGAACCI'GC OOCGTI'GGCA GCACCCCGAT CCTGGGCCAG TGCGTC.QAGT

2110 2120 2130 2140 2150 2160
'ITCTGAGGCA TCAGTGCAGC CCGACGGCGA C.GCCCTACTG CTCGCCI'CAG TGCCAGTCGT

21iO 2180 2190 2200 2210 2220
TGCGGCAGCA GTGTTGCCAG CAGCTCAOOC AGGTGGAGCC GCAGCACC.QG TACCAOOC.GA

2230 2240 2250 2260 22iO 2280
TC'ITC-GGC'IT GGTC.crcCAG TCCATCCTGC AGCAGCAGCC GCAAAGCGGC CAGGTCGC.QG

2290 2300 2310 2320 2330 2340
GGCTGTTGGC OOCOCAGATA GCGCAGCAAC TGACGGCGAT GTGC.GGCCTG CAGCAGCCGA

2350 2360 2370 2380 2390 2400
CTCCATGCCC CTACGCTGCT GCCGGCGGTG TCCCCCACTG AAGAAACTAT GTGCTGTAGT

2410 2420 2430 2440 2450 2460
ATAGCCGCTG GCTAGCTAGC TAGTTGAGTC ATTTAGCGGC GATGATTGAG TAATAATGTG

2470 2480 2490 2500 2510 2520
TCACGCATCA CCATGGGTGG CAGTGTCAGT GTGAGCAATG ACCI'GAATGA ACAATI'GAA.t\

2530 2540 2550 2560 2570 2580
TGAAAAGAAA AAAGTATTGT TCCAAATTAA ACGTITI'AAC CTTTTAATAG GTTTATACAA

2590 2600 2610 2620 2630 2640
CAt\TTTATAT GTGTG'ITTI'C TATATATATC TAGA'ITTCITT ATCATCCATT TGGATATAGA

2650 2660 26iO 2680 2690 2700
CAAAAAAAAA TTATAt\GAAC TAAAACGAAT ACTAA'ITTGA AATAAAGGGG GTATATATTG

2710 2720 2730 2740 2750 2760
GGATAATGTC CATGAGATCC. CTCGTAATAT CACTGACATC ACACGTGTGC AGTATCACTG

2770 2780 2790 2800 2810 2820
ATACATGTAT TCACA'ITI'GT TCTGCGTAGG CATAWfAAC AATITI'GATC GACTATCAGA

2830 2840 2850 2860 2870 2880
AAGTCAACGA AAGTGAGTCG ACTCAAAAAA AAATGGGTTG TGGATGAGGC GTIAGGCCCA

2890 2900 2910 2920 2930 2940
CCITATGGCA GAAAGATATC CACAATTGCT GGTTTATATA TACG'ITCGCT GCTATGTCCT

2950 2960 2970
TCGCC1'CCCT TAGTTAAAGA CTI'GAAGCTA AGCTr

236 resultados



1

CC6A TCSACACC AT6 AG6 6T6 TT6 CTC 6H scc eTC sct eTC
1Ir! ArQ Vil llL'U l.u VII AII llL'U Ah l.u

ICclccacclcttQlc,tcIQecliQeu!h,etel!Ctletceltltt",tUetCtlcace '1' ••• C" 1-' t .

LYI lit

50 • 7. . . lOO • •

mwmw�m6CC�mmrnm�����mrumrururumrnmru
llL'U AII l.u AII Ah Str Ah Thr SIr lhr Hu lhr Str 61y 61y eyl 61y eYI 61n Pro Pro Pro Pro VII Hu llL'U Pro 11
ce: ac.g cc& .es cca: na st: ,ce cea.=gt

AII Str
.c•••• ta•••• 8&8 cc.

Tyr PIIt 16

150 • • • • 200
ee6 ces 6T6 CAl m ceA ceT CC6 6fT CAe CT6 CCA ceT ces m CAT CTC CCA CC6 ces &Te CAe CT6 CC6 CC6 CC6 &Tt
Pro Pro VII Hu ltu Pro Pro Pro VII Hu l.u Pro Pro Pro VII Hu l.u Pro Pro Pro VII Nili llL'U Pro Pro Pro VII 45
•• t ••• tce t •• ¡za a-t ca: •• : tac tat •••••, •• 0 al:

PIIt lyr IItt Ph, Tyr 61 n 30

250 • • •

� teA ces ces m eAT m ces ces ru m CAT elp ces res CCA CCA tsc CAe lAe tct Ael CM CC6 cee C6S
Ha ltu Pro Pro Pro VII Hu VII Pro Pro Pro VII Hu ltu Pro Pro Pro Pro eyl Mi I lyr Pro lhr 61n 'ro Pro ArO 72

a,= el= ce: -'9 c:e ccg aa••ce ••C aH ••••••

61n 61n 61n lrp 61n __117
42

300 �o .

wruwrnmruCCAmCCArnCC6rn��cesrnCCAmCC6mrum�����
Pro 61n Pro Hil Pro 61n Pro His Pro tyI Pro eYI 61n 61r, Pro Hil Pro Str Pro tys 61n llL'U &In &ly 1IIr Cys &ly "

ce: ••, ate c•• caa ••11' ••• cla ttc ... tn ••••••

��n� �n� Str �

400

m�m�cesmm�rurnmwrnm�rnWmmCC6��mcee
Vil 61y Ser Thr Pro lit l.u 61y &In eys VII 61u llL'U Art Hu 61n eYI Str Pro Thr Ah Thr Pro lyr l2J

tte cee .ge '-c ._- ...

VII 61 y Ser

cc: t=: ce: cee cee .ce _=: .== cc: c:: cae cee aca aaa .ce ne ,as ..e ..a •••

Ph' Mil 11

450 500
rnrnmwmrnmmmrnmmmrnmruCTC�w6T6WCC6WCAt�m�
tYI Str Pro 61n eys 61n Ser ltu Ar, 61r, 61n tys Ph. eys 61r, 61n teu Arg 61n Vil 61u Pro &ln Ni, ArO lyr &In 150
CSI: 'c: ••• cc••• e cee c=e ,c: ca: .,= •••••• a=c ce: cee ca: I:a c:: aca cce ••••ee .t•••a ... ua ••a

61y Pro Al. leu eys Mis lit Ltu ArO 108

550
�mrnrnTT6mCTCmmmmwrumruwm�wmrumCT6m��w
Ah 11. Phe 61y l.u VII ltu 61n Ser lit leu 61n 61n &ln Pro &ln SIr 61y &In V.I Alllly LIU LIU Al. Ah &ln 177
_::1 .el c.s: c=t ,c: ••••a, aee ce. ta: ••• ce. ce: c:e cae e=g

lhr Tyr VII Phe

•••••c .e•••• .c....._ ... aac _e

IItt 135

600
ATA 6e6 CAS eAA CT6 AC6 &e6 AT6 lSt � eT6 eAS

lit Al. 61n 61n l.u lhr Al. ",t CYi Sly LIL'U Sin

650
� ees ACT eCA l&C cee lAC &el &el &ce &6C ISl
&ln Pro Thr PrD ey, Pro lyr Al. Al. Al. &ly &1 y 201

,=e .aa .e•••, .e: •• e aae t !!!..!!!� ca: C=I ••• " •••e •••••t •• c ••, _a -••••

Vil ltu 61 n ltu 61 n &1 y eyi 162

&Tt cee CAe TSA A6AMtTATST6Cl6TA6TAT
700

A&CesCT&&CTA6C
• 750

TA&eTA6TTSA&TeATTlAliC6&C&ATIiATT&A6TMlAA
VII Pro Hil fft
... h· t ...... ,·..•......... •..• ......t"totlltvvu·.. •........"htthn·....-c·c-o-·-----tCI&V::I&A••

Tyr Tyr tft 16'

800

TSl6lCAC6CATeACCAT&&6T&6CA6T6TeA6TSTWCAAT6ACCT6AAT6AACAATT&AAAT6AAAA6AAAAAA6

Figura 3.1i : Comparación de la secuencia de nucleótidos de los

clones cDNA ¡i'1E1'19 (sec. superior, mayúsculas) y JME177
( sec • inferior ,minúsculas) • Tomados. de Prat ( 1�86 ). _

Se

indican la posición de corte para 11berar el pépt1do senal

(P.S. ), así como la pos1C10n de ,los hexapépt�dos y

octapéptidos repetidos. Con \ID �ter1sco (*) se senala el

punto donde se iniciaba la secuenc1a del clon cDNA pME117

resultados 237



3.1.4 CUARTA BUSQU�A 300000 U.F.P. (0.i5 X GEN�l�)

Empleando como sonda el plásmi�o pME11i marcado por 'nick

translation' se encuentran, sobre 300000 u.f.p., analizadas 10

señales ténues después de exposiciones autoradiográficas de 4 d.

Después de 3 ciclos de purificación se mantuvieron 7 señales,

ténues (#306, #308, #312, #315, #317, #318 y #319).

De todos los aislamientos se obtuvo a partir de una placa a

lisis confluyente un eluido en tampón 'lambda dil' (ap. 2.3.4.1)

que se conservó como stock. A partir de éste, debidamente

titulado, se preparó un crecimiento del bacteriófago en medio

líquido del que se aisló D�A. Una primera caracterización del

inserto por restricción con los enzimas EcoRI y HindIII permitió

observar que en todos ellos se había producido un proceso de

recombinación que afectaba el brazo derecho del vector.

Comprobarlos los mapas físicos de los

correspondieron a alguno de los descritos

3.3 y figuras 3.4.c a 3.9.c).

insertos, dichos mapas

previamente (ver Tabla

3 • 1 • 5 Q!JINTA BUSQUEDA 300000 U. F • P. ( O • 75 X GEN�1A)

La secuencia del clon cDNA pME119 se determinó en el

laboratorio en 1985 (Prat et al., 1985). Cuando se resolvió la

secuencia del clon cDNA pMEl17, que carece de parte de la zona

codificante, se pudo comprobar que en la zona homóloga, 3',

presentaba una importante homología con pMEl19 (ver figura 3.17).

La. búsqueda del clon cDNA "full Length" correspondiente a pME1l7
se prolongó durante más de un año. Cuando finalmente se consiguió

aislar, el clon cDNA pME177, la caracterización se desarrollaba

contemporáneamente a las búsquedas tercera y cuarta ya descritas

(ver ap. 3.4 y 3.5). Al resolverse la secuencia de este clon y

compararla con la secuencia del clon cDNA pMEl19 se observó que

la zona 5' presenta menor homología que la zona 3' (70 % ante 85

%) (ver figura 3.17). Esta región es, además, fácilmente
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purificable pues queda comprendida entre dos dianas de

restricción (PstI-BarnHI), y se libera un fragmento de 306 bp. Con

la finalidad de resolver entre los clones genómicos pMEl19· y

¡:i'1E17i+ se decidió emplear este fragmento como sonda en la

búsqueda sobre la genoteca.

La purificación del fragmento, preparado a partir de la

doble restricción PstI-BarnHI de pME17i, se hizo en geles

preparativos de agarosa al 1%. La purificación de -la banda del

gel se realizó mediante papel DEAE-Celulosa (ver ap. 2.7.2). Una

vez purificado se analizó en otro gel preparativo y se volvió a

purificar por el mismo método.

Se analizaron 300000 u.f.p. con la sonda PstI-BarnHI de

��li7, en las condiciones habituales. Las 10 señales, ténues,

que aparecieron se mantuvieron en los diferentes ciclos de

purificación.

Después de purificar el DNA de cada uno de los aislamientos

como)� se ha descrito (ver ap. 3.4) se analizaron los productos
de restricción con los enzimas EcoRI y HindIII. El patrón
obtenido era el ya familiar que se encontró en los aislamientos

pMEl19+ que presentaban indicios de recombinación que afectaba al

brazo derecho del vector. En todos los casos los insertos eran

idénticos a alguno de los ya descritos (ver figuras 3.4.c a

3.9.c) •

Estos resultados nos hicieron plantearnos si alguno de los

aislamientos ya realizados (consideramos como clones genámicos de

pMEl19) era realmente genámico de pME177, y, que el mapa físico

fuera similar. Para tesolver esta posible ambigüedad, se

prepararon dos filtros de nitrocelulosa en los que se fijaron por

la técnica de "Dot" (ver ap, 2.8.4) muestras de DNA de los

diferentes aislamientos pMEl19+ y pME117-pME177+. Asimismo, como,

controles se dispusieron los plásmidos pMEl19, pME177 y DNA del
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vector lambda Charon-35.

La primera réplica

p22.3 (Boronat et al.,

se hibridó con la sonda PvuI-ADaI de
,

1987), correspondiente a la zona

codificante de pMEl19. La segunda réplica se hibridó con la sonda

PstI-BarnHI de �ffi17í. Las condiciones de hibridación empleadas

fueron estrictas para las dos sondas que presentan un 60.7% G+C

(P\�I-XbaI p22.3, 910 bp) y 57.9% G+C (PstI-BarnHI pME177 , 300

bp). Estas fueron: 1xSSC, Denhardtx5, 300 �gr/ml DNA de salmón

desnaturalizado, 200000 cpn/ml de sonda marcada por 'nick

translation' con a32P-dATP, durante 16 h a 65 'C con agitación

constante. Los lavados se realizaron:

1. 2XSSC, O.l%SDS, 45 ·C, 20 min (-54 Tm)

2. 2XSSC, O.l%SDS, 65 ·C, 20 min (x2) (-34 Tm)

3. 0.15xSSC, O.l'YoSDS, 65 ·C, 20 min (x3) (-15 Tm)

Los filtros se eh�usieron, una vez secos, frente a película

autorradiográfica sin pantalla amplificadora 2 y 48 h. Los

resultados se muestran en la figura 3.18.

Figura 3.18 Determinación del fragmentos de restricción
HindIII-EcoRI de los diferentes aislamientos que contiene el
gen Zc2. "Dot blot" de los diferentes aislamientos ante las
sondas pMEl19 y pME177.

A: m marcador de peso molecular lambda cI857 HindIII + EcoRI

1 lambda Charon-35 HindIII + EcoRI + pBR322 HaeIII

� p22.2b EcoRI (Boronat et al.; 1988; ver figura 3.2)
ª p22 EcoRI / p22.3 HindlII + EcoRI

i p21 EcoRI / p22.1 EcoRI

Q #290 HindIII + EcoRI (clase 264)
§ #287 HindIII + EcoRI (clase 287)
1 #281 HindlII + EcoRI (clase 264)
ª #278 HindIII + EcoRI (clase 302)
9 #271 HindlII + EcoRI (clase 271)
10 #270 HindlII + EcoRI (clase 270)
11 #269 HindIII + EcoRI (clase 269)
12 #268 HindIII + EcoRI (clase 268)
13 #262 HindIII + EcoRI (clase 262)

B: "Dot blot". En la plantilla se indican los aislamientos
analizados. Exposiciones de 2 y 48 h.
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3.2 ESTUDIO DE LA ORGANIZACION GENCMICA DE LOS GENES

CüRRESroNDIENTES A R1E119 Y R1E177

,

Gallardo (Gallardo, 1986; Gallardo et al., 1988) realizó en

nuestro laboratorio estudios sobre la organización genómica de

los genes de glutelinas-2 de 28 kDa. En estos estudios se

determinó que el fragmento de restricción EcoRI del DKA de

endospermo (de 20 dias después de la polinización) que presentaba

señal positiva a la sonda PvuI-�baI p22.3 era de 11.8 kbp. En el

DNA de embrión (del mismo período) se encuentran para la

restricción EcoRI 2 fragmentos, de 11.8 y 5.8 kbp

respectivamente. Se demostró que el fragmento de 11.8 kbp
contiene el de 5.8 kbp, y que se trata de una diana EcoRI

metilada en el endospermo y parcialmente en el embrión. Para el

enZlma de restricción HindIII el patrón de bandas en ambos

tejidos, endospermo y embrión es coincidente, de 3.1 kbp. En

estos mismos trabajos se procedió a determinar el número de

copias del gen de glutelina-2 por genoma haploide empleando la

técnica de reconstitución genómica. Sus resultados permite
estimar entre 1 y 2 el número de genes estructurales de

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) por genoma haploide.

Se desconocía completamente la organización genómica del gen

correspondiente al clon cDNA pME177. El estudio de la

organización genámica de los genes correspondientes a la sonda

pME119 (glutelina-2 de 28 kDa) y a pME11i permitiría:
1 • resolver cuestiones como cuáles son las dianas de

restricción que flanquean en el genoma la secuencia de

interés.

2. determinar el número de copias de cada uno de los genes

por genoma haploide.

3. ensayar las condiciones de hibridación y lavado que

permitieran diferenciar con certeza entre los dos genes.
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3.2.1 PREPARACION DE DNA GENOMIOO

A partir de granos de maíz de 20 dias después de la

polinización suministrados por el Dr. Natale DiFonzo de Bergamo,

Italia, congelados en nitrógeno líquido y conservados a -70 ·C

hasta su uso se diseccionaron sobre nieve carbónica endosperrnos
de embriones, eliminando el pericarpio. De estos tejidos se

extrajo el DNA genómico tal como se describe en el apartado
2.3.1.

A partir de 46 gr. de endosperrno se obtuvieron 8.87 rngr de

DKA genómico bandeado en gradiente de cloruro de cesio. A partir
de 4.3 gr de embriones se obtuvieron 605 �gr de DKA.

3 • 2 • 2 IISOl_:TIlER�" GRNCJ-noos

Una alícuota de 50 �gr de DNA se digirió con los enzimas de

restricción BarnHI, EcoRI y Hind111 en las condiciones que se

describen en el ap. 2.4.4. Como control interno de digestión se

empleó DNA del bacteriófago lambda c1857 a una concentración de 1

ngr/�gr de DNA genómico. Una alícuota de 500 ngr del DNA digerido

se sometió a electroforesis en un minigel de agarosa 1%, en

paralelo con 0.5 ngr de DNA de lambda c1857 cortado con el mismo

enzima. Al transferir estos fragmentos resueltos a nitrocelulosa

e hibridar con la sonda lambda cI857 marcada- con 32 P cabía

esperar, en el caso de una digestión del DNA genámico completa,

que las bandas de los dos carriles fueran coincidentes. Este

control se realizó en todas las digestiones de DNA genórnico que

se llevaron a cabo.

Se prepararon dos geles medianos de agarosa 0.8% en los que

se analizaron 10 �gr del DNA genómi.co de embrión o endosperrno

digeridos con BamHI, EcoRI o HindlII. Se transfirieron a

nitrocelulosa tal como se describe en el ap. 2.8.1.2. Uno de lo�

filtros, filtro 1, fue hibridado con la sonda PvuI-AbaI de p22.3,

resultados 243



y el segundo, filtro 2, fue hibridado con la sonda PstI-BamHI de

pME177. Las sondas se prepararon por 'nick translation' (ver ap.

2.9.1) empleando.dos nucleótidos marcrd0s, a32P-dCTP y a32P-dGTP,

con lo que se consiguieron actividades específicas de 2 x lO'"

cpn/¡Jgr DNA. El estado de las sondas se comprobó por

electroforesis en geles de agarosa alcalinos. Las condiciones de

la hibridación se detallan a continuación :

a. prehibridación : 1xSSC, Denhardt x5, 300 ¡Jgr/ml DNA de

esperma de salmón desnaturalizado, a 68De durante 6 h.

b. hibridación: 5xSSC, Denhardt x5, 50% formamida, 20 mN

tampón fosfato pH 6.5, 300 ¡Jgr/ml DNA de esperma de salmón

desnaturalizado, y sonda a 4.0 x 106 cpn/ml, a 45 DC durante

50 h, en un baño de agua con agitación.

c. lavados :

lo 6xSSC, 0.1% SDS a 45 ·C 20 min (-8i Tm)

2. 2xSSC, 0.1% SDS a 45 ·C 20 min (-54 1m)

3. 2xSSC, 0.1% SDS a 65 ·C 20 min (x2) (-341m)

4. 0.15xSSC, 0.1% SDS a 65 ·C 20 min (x3) (-151m)

Los filtros una vez secos se expusieron frente a una

película fotográfica a -70 ·C durante 5 dias con pantalla

amplificadora.

Figura 3.19 : Fragmentos de restricción genómicos que comprenden
a los genes de zeínas-II de 14 kD (Zc1) y glutelina-2 (Zc2).

A : Gel de agarosa 0.8 % de los productos de digestión BarnHI

(2), EcoRI (�) y HindIII (h) del DNA de endospermo (end) y
del DNA de embrión ( emb). ID : marcador de peso molecular
lambda cI857 HindIII.

B Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda Pvu'I-XbaI de p22.3. Organización genélnica de Zc2.

C : Autoradiografía del filtro réplica hibridado con la
sonda PstI-BamHI de pME177. Organización genómica de Zc1.
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Los resultados obtenidos con la sonda P\uI-xnaI de p22.3

fueron coincidentes con los observados por D. Gallardo, con

claras diferencias en el patrón de digestión EcoRI entre el

endospermo y el embrión. En el caso de la sonda PstI-BarnHI no se

observaron diferencias en el patrón de restricción entre los dos

tejidos, siendo los fragmentos observados de 1.6 kbp para BarnHI,

de 18 kbp para EcoRI y de 4.1 kbp para HindIII.

En las condiciones empleadas de hibridación y lavado,

empleando los fragmentos antes citados, se puede diferenciar

claramente el patrón de restricción genómico correspondiente a

ambos genes. El patrón más claro corresponde al enzima HindIII.

La banda de 3. O kbp observada para la sonda P\uI - XbaI de p22. 3

coincide con la secuenciada (inserto del plásmido p268C), y es

claramente diferente de la banda de 4.1 kbp que se observa con la

sonda PstI-BarnHI de pME17i.
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3.3 OONTROL DE CALIDAD DE LA GENOTECA EMPLEADA

En total se analizaron, en cinco procesos de búsqueda
sucesivos 1.16 x 106 u. f .p., unas 3 veces la longitud del genorna.

Se comprobó que 46 aislamientos correspondían a clones genómicos

que incluían en el inserto el gen correspondiente a pME119. Si se

estimara el número de copias de este gen por genoma haploide a

partir de estos datos, cabría pensar que es del orden de 8 a 12

copias. Sin embargo, estudios realizados en el laboratorio

(Gallardo et al., 1988), y que en parte se expondrán posteriormente

(ap. 3.6.2), indican que el número de copias por genoma haploide
para este gen es de 1. Si, además, se tiene en cuenta que de los 46

aislamientos caracterizados en 42 de ellos se aprecian señales de

recombinación que afectan al brazo derecho del vector, así corno

incoherencias en el mapa físico del inserto, cabe pensar que en la

construcción de la genoteca empleada se había producido algún

proceso de recombinación de mayor o menor ext.ens i ón.

En la bibliografía se describen una serie de técnicas para

controlar o determinar la calidad de una genoteca. Un procedimiento
inicialmente empleado se basa en comparar las cinéticas de

reasociación del DNA de la genoteca (ver Maniatis et al., 1975).

Sin embargo, un ensayo típico de reasociación de DNA tiene una

precisión de aproximadamente un 10%. De este modo, la ausencia de

más de 10" bp de secuencia en un DNA genómico de mamífero puede

pasar desapercibido. Phillips y col. (Phillips et al., 1985)

propusieron un método de medición de la calidad de una genoteca con

una precisión muy superior. Este método se basa en analizar por

"Southern blot
"

(ver ap , 2.8.1 y 2.10.2) en carriles paralelos los

productos de restricción para diferentes enzimas de DNA genómico y

de DNA de la genoteca (dbtenido de una muestra amplifica de ésta).

Como la genoteca contiene una colección de fragmentos grandes que

incluyen en su totalidad o en parte la secuencia de interés es de

esperar que las bandas del DNA de la genoteca sean de tamaño menor

o igual que las bandas del DNA genómico, siempre que el enzima de

resultados 247



CONTROL DE CALIDAD DE LA GENOTECA
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restricción empleado libere el inserto. Asimismo, si se analiza en

el gel la misma cantidad de DNA genómico que de inserto en el DNA

de la genoteca, la suma de intensidades de las diferentes bandas en

los dos DNAs debe ser similar para poder excluir una sobre / sub

representación de la secuencia de interés en la genoteca.

CQnviene, por lo tanto, disponer de DNA genómico del tejido
del que se preparó la genoteca, así como de DNA de ésta. El DNA

genómico se prepara como se describe en el ap. 2.3.1 (ver ap.

3.2.1). El DNA de la genoteca se prepara a partir de una alícuota

amplificada de ésta.

3.3.1 PREPARACION DEL DNA DE h4 GENOTECA

35

La. genoteca

( figura 1. 6 )

de DNA de endospermo en el vector lambda Charon

(Gallardo et al., 1988) se obtuvo en dos

exper iment.os independientes de empaquetamiento "in vi tro". En el

primero de ellos se obtuvieron un total de 400000 u.f.p. y en el

segundo 850000. Cada una de estas colecciones de bacteriófagos se

amplificaron por separado, y se mantuvieron en todo momento

independientes.

Tituladas, como se describe en el ap. 2.3.4.1, las dos

soluciones de genoteca (Al y A2) los valores obtenidos eran de 2.1

x 106 u.f.p./ml y 2.82 x 10 6 u.f.p./rnl. Para proceder a su

amplificación en medio líquido era necesario obtener un lisado con

un título más elevado. Por ello se crecieron en 15 m! de medio,

como se describe en el ap. 2.3.3.1, con un inóculo de 6 x 10&

células/m! de la cepa de E.coli 555 recA-. De esta manera se

obtuvieron títulos de 2.7 x 10 9 u.f.p./rnl y de 3.2 x 109 u.f.p./m!

respectivamente para Al¡y A2. El crecimiento a gran escala, ver ap.

2.3.4.2, se realizó a partir de una alícuota de este lisado. El

rendimiento obtenido a partir de 1 1 de cultivo fue de 150 �r para

Al y de 185 ugr' para A2.

resultados 249



3.3.2 "SOl1THERN"

Se digirieron 75 �gr de DNA d� la genoteca con los enzimas

EcoRI y HindIII en las condiciones que se describen en el ap.

2.4.4., sin añadir DNA de lambda cI857 como control de digestión.

El DNA cortado procedía en un 36 % del amplificado Al y el 64%

restante del amplificado A2, proporcional al número de u.f.p. que

aporta. Se puede verificar la digestión completa del DNA de la

genoteca observando la presencia de bacteriófago sin cortar en la

parte alta de un gel de agarosa de baja concentración (0.4-0.6%) y

la intensidad relativa de los dos brazos del vector. No es

necesario incorporar controles internos de digestión.

La cantidad de DNA genómico que se carga en el gel para hacer

el "Southern" es de 10 �gr. La relación entre la longitud del DNA

del inserto ( se asume que la media es de 17 • 5 kbp) y el

bacteriófago completo (48 kbp) es de 0.36. Para que la cantidad de

inserto en la genoteca sea �gual a la cantidad de DNA genómico

cargado en el gel (10 �gr) hay que cargar 27 �gr de DNA de la

genoteca digerida.

Se prepararon dos geles iguales de agarosa 0.8% en los que se

sometieron a electroforesis muestras de DNA genórnico y de la

genoteca digeridos con los enzimas EcoRI y HindIII. Los dos geles

se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa como se describe en

el ap. 2.8.1.2. El primer filtro se hibridó con la sonda PvuI-XbaI

de p22.3 y el segundo con la sonda PstI-BamHI de pME177 , en las

condiciones que se describen en el ap. 3.2.2.

3.3.3 ANALISIS DE 108 RESULTADOS

La exposición autorradiográfica de los filtros durante 4 días

(ver figura 3.24) reveló situaciones diferentes en los dos casos.

En el filtro 1 se observó una señal mucho más intensa en los

fragmentos revelados en el DNA de la genoteca que en el DNA
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genómico. Los fragmentos observados correspondieron a los

siguientes tamaños :

Filtre ¡ : senda Fvul-Xbai pZ203

Gen0te�a ECDil Gen6aicD Ecee: Genotera HindlII Genómico Hin¿III

l::'oC kb;

600 kbp -------- 60� kbp
4. i k bp 4. j k bp

4. 3 k bp
4. i kbp

30� kbp
301 kbp ----------- 3.i kbp

L 7 kbp
ZoZ kbp

Filtro � : sonda FstI-BaoB: pMEli7

Gencte=a EroE: Gen6micc ieoRI
� .. • o_

T'�eno:eca niDal.; Gen¿míco HindIII

1Z o (1 kb;:
80� kbp

Eo[ kt¡ --------- soe kbp
407 kt� --------- 407 kbp

40i kbp ---------- 40i kbp
j04 kbp
L4 kbp

1. 6 k b�
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Figura 3.21 : Experimento de control del estado de la genoteca de
DNA de endospenno de maíz (W64A+) construida sobre el vector
lambda Charon-35 (Rigau et al, 1985; Gallardo et al., 1988),
para los genes de zeina-II de 14 kD (Zc1) y de glutelina-2
de 28 kD (Zc2).

A : Gel de agarosa mediano 0.8 % :

ID : marcador de peso molecular lambda cI857 HindIII +

EcoRI

! DNA de la genoteca amplificada digerido con EcoRI

� DNA genómico de maíz digerido con EcoRI

� DNA de la genoteca amplificada digerido con HindIII
i DNA genámico de maíz digerido con HindIII

B Autoradiografía del filtro de réplica después de
hibridar con la sonda PvuI-XbaI de p22.3.

C Autoradiografía del filtro de réplica después de
hibridar con la sonda PstI-BarnHI de pME177.
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Respecto al filtro 1 la diferencia de señal, mucho más

intensa en el D�4 de la genoteca que en el DNA genámico indica
t

una sobrerrepresentación de fragmentos homólogos a la sonda en la

genoteca. Aunque no se puede excluir que esta 'amplificación'
observada se produjera en la preparación del DNA de la genoteca,

los resultados coinciden con 10 observado en los diferentes

procesos de búsqueda aparecen siempre muchos más clones

genómicos positivos a la sonda pMEl19 de los que se podrían

esperar. Este efecto no se observa en el filtro 2. Así pues, cabe

pensar que en la construcción y posterior amplificación de la

genoteca se produjo un enriquecimiento que afectó, al menos, la

región del genoma que comprende las secuencias homólogas a

¡t�119, y no a las secuencias homólogas a �17i.

Los aislamientos agrupados en las clases #262, #264, #269,

#2iO, #2í1 (que presentan reorganizaciones que afectan al brazo

derecho del vector) y #268 (no reorganizado) contienen en el

inserto el fragmento de 6 kbp EcoRI-EcoRI (28 aislamientos). El

aislamiento #302 presenta una banda EcoRI-EcoRI de 4.3 kbp (2

aislamientos), y el aislamiento #289 presenta una banda EcoRI

EcoRI de 3.4 kbp. Así pues disponemos de bacteriófagos aislados

de la genoteca que, de modo aproximado en su frecuencia de

aislamiento, representan lo que se observa en el patrón de bandas

EcoRI del DNA de la genoteca. Lo mismo ocurre para el patrón de

bandas HindIII. La banda más representada en el DNA de la

genoteca tiene una longitud aproximada de 8.5 a 9.0 kbp, y

correspondería a la banda del mismo tamaño que se observa en

todos los aislamientos que presentan reorganizaciones que afectan

al brazo derecho (ver figura 3.11).

Para el filtro 2, cabe destacar que, presumiblemente, las

bandas EcoRI de 12.0, 6 y 4.7 kbp del DNA genómico son las

homólogas a ¡t1E119. La banda de 1.6 kbp EcoRI correspondiente a

¡:ME17i no se observa en el DNA de la genoteca. El patrón de
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restricción HindIII es mas claro, pues la banda característica de

�lli17í de 4.1 kbp se presenta con la misma intensidad tanto en el

DNA genómico y como en el de la genoteca, mientras que la banda

de 8.5 kbp HindIII presente en la genoteca corresponde a un cruce

de la banda de recombinación. Cabe pensar, por lo tanto, que no

se ha producido amplificación ni reordenación aparente en el caso

de este gen.

Los resultados anteriores indican que la genoteca está

especialmente enriquecida en una serie de secuencias que, en las

condiciones de severidad empleadas en los procesos de búsqueda,
no se pueden diferenciar de las homólogas a �177. De ahí que,

en todos los casos, se aislen clones genómicos homólogos a �119
con la sonda pHI117 o ��177. El aislamiento del clón genómico

correcto para la sonda p'�177 es posible empleando esta genot.eca ,

puesto que contiene el gen correspondiente. No obstante, tal

aislamiento resultaría difícil, pues sería necesario caracterizar

un número de clones elevado (más del doble de los ya analizados).
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3.4 PREPARACION DE UNA GENOTECA ENRIQUECIDA EN UN

FRAGMENTO DE RESTRICCION GENa1ICO

A partir de los resultados anteriores, y conociendo las

fragmentos de restricción del genorna que contienen los dos genes

en estudio se decidió abordar la búsqueda del genómico homólogo a

pME17i construyendo una genoteca parcial. Una genoteca parcial se

construye a partir de una colección de fragmentos de DNA

seleccionados por algún criterio, por ejemplo por el tamaño

después de una restricción completa del genoma , Este

procedimiento permite construir una genoteca parcial a partir de

los fragmentos de DNA genómicos aislados de un gel de agarosa, o

fraccionados en un gradiente de sacarosa.

3 .4. 1 FUN'DAHThlO

El gen pMEl19 está incluido en un fragmento de restricción

HindIII de 3.1 kbp, claramente diferenciable por electroforesis

en gel de agarosa del fragmento de 4.1 kbp que contiene el gen

pME177. Así, a partir de una restricción completa de DNA genómico

se pueden separarpor electrofortesis en gel fragmentos de

diferentes tamaños, y aislar como una fracción separada una

región estrecha que contenga los fragmentos de 4.1 kbp, pero no

los de 3.1 kbp, De esta manera se puede construir una genot.eca

parcial, que contendrá fragmentos genómicos positivos frente a

pME177 y negativos frente a pME119, con 10 que se evita el

problema del cruzamiento de señales.

Para poder estimar la cantidad de recombinantes (plasmídicos
o bacteriofágicos) que sería necesario obtener para cubrir con

seguridad la totalidad de los fragmentos aislados dentro de cada

clase de tamaños se procedió a densitometrar negativos de

fotografías de geles en los que se habian separado
electroforéticamente alícuotas de DNA de endospermo digerido con

HindIII. Los perfiles densitornétricos obtenidos se representan en
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la figura 3.22. A partir de estos perfiles se determinó que los

fragmentos de restricción HindlII-HindlII del DNA de endospermo

cuyos tamaños "estaban comprendidos entre 5.0 y 3.5 kbp

correspondían al 12.8% del genoma. Así pues, el troceamiento en 6

tiras de la banda de DNA comprendida entre los marcadores de 5 y

de 3.5 kbp debía dar como resultado una distribución de

aproximadamente un 2% del genoma para cada tira. Es decir, la

complejidad de las secuencias de DNA aisladas en cada una de las

tiras debía ser de 1.0 x 106 bp aproximadamente (pues la

complejidad del genama del maíz es de 5 x 109 bp (Bennet y Smith,

1976; Pedersen et al., 1980). Para el cálculo del número de

recombinantes necesarios, con tm inserto de 4 kbp, que permitan

la clonación de un fragmento de DNA determinado, con una

probabilidad de 0.99, se aplicó la ecuación siguiente (Maniatis

et al., 1982), que fija el número de recombinantes en 115000.

In (l-P)
N= -----------------------

long. ins.
In (1-(--------------»

(complejidad)

donde P : probabilidad de hallar la secuencia (P=0.99)
long.ins. : longitud del inserto en bp (4 x 103)
complejidad: de la secuencia en bp (1 x 109)
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Figura 3.22 Estimación del porcentaje de genoma de maíz

comprendido en cada clase de tamaños después de restricción
HindIII. Densi tometrado.

A Gel de agar-osa mediano 0.8 %. DNA genómi.oo de maíz

(W64A) digerido con HindIII (10 �gr).

B : Densitornetrado de un negativo, digestión HindIII del DKA

genocuco , y de los marcadores de peso molecular lambda cI857
HindIII + EcoRI + lambda cI85i HindIII.

e : Representación del porcentaje de DNA genómico de maíz

digerido con HindIII que se localiza entre las bandas de 5 y
3.5 kbp (12.8 %).

D : Porcentaje de genoma de maíz fragmentado con Hindlll que
se localiza dentro de cada clase de tamaños.

E: Posición de los marcadores de peso molecular (lambda e 1
857 HindIII + EcoRI + lambda cl857 HindIII.
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3 8.01 13.4 15.1 6557 1.67

4 13.41 15.15 2.0 5148 2.04

5 15.16 16.65 2.5 4973 2.3

6 lb.66 20.45 10.9 4361 2.65

7 20.46 24.95 3.6 4268 3.22

8 24.96 28.65 7.8 3530 3.54

9 2B.66 31.75 2.7 2322 3.85

10 31.76 34.6 2.2 2027 3.96

11 34.61 38.6 B.9 1904 4.39

12 38.61 41. 55 2.7 1584 4.72

13 41.56 44.9 7.3 1375 4.9

14 44.91 50.b� 8.8 947 5.53

15 50.66 57.15 6.7 831 5.76

16 57.16 61.5 2.8

17 61.51 65.85 5.2

18 65.86 69.25 1.0

19 69.26 73.75 3.1

20 73.76 87.15 0.3

21 87.16 48.25 1.7
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3.4 • 2 PREPARAC10N DEL FRAGHE}"1'fO DE RESTR1C.c1ON

Para poder aislar una yantidad manipulable, de

aproximadamente 2-5 �gr de D�� en cada una de las tiras (2% del

total) se debían digerir de 100 a 500 �gr de DNA de endospermo

con HindI1I. Se digirieron un total de 500 �gr de D�A de

endospermo en las condiciones que se describen en el ap. 2.4.4.

Una alícuota de 5 �gr se sometió a electroforesis en minigel de

agarosa 0.5 %, se transfirió a nitrocelulosa y se comprobó, por

hibridación con la sonda lambda c1857 marcada con 32p por 'nick

translation' que la digestión había sido completa.

Los 495 �gr de DNA genómico restantes se sometieron a

electroforesis preparativa en \ID gel grande de agarosa 0.8% de

bajo punto de fusión (ver ap. 2.7.3), en el que se incorporaron

como marcadores los fragmentos de restricción EcoR1+HindI11 de

lambda c1857. La electroforesis se realizó a 4·C a 50 V, y en

ausencia de bromuro de etidio tanto en el gel como en el tampón

de la cubeta. Cuando los colorantes habían penetrado unos 5 cm en

el gel se adicionó bromuro de etidio al tampón de la cubeta. Una

vez finalizada la electroforesis se visualizó el DNA por

irradiación con luz UV de onda larga (302 nrnt) y se cortaron 4

tiras entre 5 y 3.5 kbp (entre los fragmentos 2 y 5 del marcador)

de una anchura equivalente. Cada \IDa de estas tiras se colocó en

el interior de un tubo de policarbonato estéril que se conservó,

protegido de la luz, a 4 ·C hasta la elución del DNA.

El DNA de las tiras 1 a 4 se eluyó del gel de agarosa por

fusión de ésta y separación por medio de un "elutip" (ver ap.
2.7 .3). El DNA de cada banda se resuspendió en 20 ,JI. En un

minigel de agarosa 1% se sometieron a electroforesis alícuotas de

1 �l de cada una de las bandas. Este gel se transfirió a

nitrocelulosa y se hibridó con la sonda PstI-BarnHI de rJ1E177, en
las condiciones descritas en el ap. 3.2.2. Después de exposición
autorradiográfica de 17 d a -70·C con una pantalla amplificadora
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se observó que la fracción que presentaba señal

sonda PstI-BarnHI de ¡:i'1E177 es la que correspondía
(ver figura 3.25).

positiva a la

a la tira 3

3.4.3 PRIHERA APROXINACIOK CLONAJE EN PlAS:lIOO

La necesidad de obtener un número elevado de recombinantes

con insertos del mayor tamaño posible (para que una genoteca de

DNA genómico de un organismo superior como es el maíz fuera

representativa), descartó el uso de los plásmidos como vectores,

a causa, fundamentalmente, de su limitada eficiencias de

transformación. Por lo genera] los plásmidos se emplean de modo

eficiente para la preparación de genotecas representativas de

organismos con baja complejidad genómica (como es el caso de las

bacterias), o bien como vectores de clonaje de secuencias

e��resadas (como ocurre para el DNA de doble cadena obtenido a

partir de rnR.'JA). Sin embargo, se han descri to construcciones

plasmídicas de genotecas parciales, enriquecidas en la secuencia

de interés. Nicholls y col. (1985) describieron un método simple

para clonar un fragmento genórnico cuyas dianas flanqueantes en el

genoma son conocidas. El método se basa en la digestión del DNA

genómico con los enzimas que cortan alrededor del fragmento de

interés, pero no en el interior de la secuencia que se desea

estudiar. De ese modo se reduce la cantidad de D:sA genórnico en la

fracción de tamaños grandes así como la complejidad de la

secuencia en la banda que se aisla. Esta técnica está

especialmente adaptada para el aislamiento repetitivo de mutantes

y de variedades polimórficas del mismo locus (Higgs et al., 1983;

Collins et al., 1984; Hill et al., 1985; Nicholls et al, 1985).

Así, Nicholls (NichollF et al., 1985) describe estimas teóricas

del número de fragmentos de restrición de 6.8 kbp del genoma

haploide humano (3x109 bp) cuando se digiere con varios enzimas

de restricción (que reconocen dianas de 6 nucleótidos). Con uno

sólo, el número de fragmentos sería 88000, pero cuando son 6 los

.enzimas empleados el número de fragmentos sería de 28, y si
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aquellos son 8 se obtendría un fragmento único.

3.4.3.1 Diseño del,clonaje

En nuestro caso, no se disponía de información sobre las

dianas flanqueantes pero sí se sabía que el cDNA homólogo,

¡:i-1E177, presenta una diana BarnHI. A partir de la asunción de que

esta diana podía mantenerse en el clon genómico, se proyectó

cortar parte del DNA purificado de la fracción 4 con BarnHI y,

seguidamente, realizar un clonaje dirigido hacia las dianas

HindIII - BarnHI del plásmido pl�18 (ver figura 3.23). De este

modo, el número de recombinantes necesario debía ser mucho menor,

si bien se obtendría el fragmento genómico troceado.

3.4.3.2 Construcción de la genoteca en pUC18.

Búsqueda con la sonda PstI-BarnHI de pME177.

Se digirieron 200 ng de DNA de la fracción 3 con un exceso

(10 veces) del enzima BarnHI. El vector pUC18 se digirió

completamente con los enzimas PstI y BarnHI y se desfosforiló (ver

ap. 2.4.1, 2.4.2 y 2.9.3.1). Se mezclaron 200 ngr de fragmento

digerido y 100 ngr de vector cortado y desfosforilado, y se

precipitó con etanol. La ligación se realizó en 30 �l con T4 DNA

ligasa (ver ap. 2.12.3). Los productos de ligación se

precipitaron con acetato sódico y etanol y se resuspendieron en

50 �l de agua.

HindIII. Después

Se digirió con un exceso (10 veces) del enzima

de eliminar el enzima y precipitar se

y se ligó con T4 DNA Lí.gasa pararesuspendió en 400 �l de agua

cerrar el plásmido. Se precipitaron los productos de ligación y

se resuspendieron en 20 �l de agua.

Figura 3.23 Procedimiento de construcción de una genoteca
enriquecida en fragmentos genómicos que contienen el gen de
zeina-II de 16 kD (216, Zc1) de maíz W64A en plásmido pUC18
(b = BarnHI, e = EcoRI, h = HindIII, p = PstI).
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Con una alícuota de la ligación se transformaron células

competentes E. coli HB101 preparadas según el protocolo de alta

eficiencia de Hanahan ( 1985) (ver, ap , 2. 11 .2) • Con toda la

ligación se obt.uvier-on 1215 recombinantes.

Después de repicar los recombinantes se prepararon réplicas

en nitrocelulosa de las colonias (ver ap. 2.8.6). Estas réplicas
se hibridaron con la sonda PstI-BarnHI de ¡:t1E177, en las

condiciones descritas en el ap. 2.10.4. Después de una exposición

autorradiográfica de 12 h a -70·C con una pantalla amplificadora
se observaron muchas señales positivas. Se escogieron las 12

señales más intensas. Se había observado en otros experimentos en

el laboratorio que, al hibridar sobre colonias de bacterias,

muchas de ellas daban señal artefactual. Sin embargo, dado que en

el presente e��rimento parecían distinguirse colonias cuya señal

era más intensa que las demás se consideró que tales colonias

podían ser positivas.

Se efectuó una minipreparación de DNA (ap. 2.3.3.2) de todos

los recombinantes positivos. La digestión de este DNA con HindIII

y BarnHI liberó insertos de tamaños que oscilaron entre 0.32 y

2.3. Transferido el gel a nitrocelulosa e hibridado con la sonda

PstI-BarnHI de pME177 no apareció señal positiva en ningún caso.

Así pues, los recombinantes considerados positivos, en realidad

eran artefactuales.

3.4.4 SEGUNDA APROXI��CION CLONAJE EN BACI'ERIOFAGOS

Los bacteriófagos, junto con los cósmidos son los vectores

de elección en la preparación de las genotecas de organismos

superiores debido a su capacidad de clonaje y a la eficiencia del

proceso de transfección. Así entraba dentro del margen de lo

posible la obtención de 120000 recombinantes a partir del DNA de

la fracción 3.
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3.4.4.} Diseño del clona,ie

El vector escogido fue lambda NM1150 (Murray, 1983). Se

trata de un bacteriófago lambda (ver ap. 2.1.2 y figura 2.3) que

presenta dos dianas únicas (EcoRI y HindIII) en el interior del

gen imm434. Para crecer requiere una cepa receptora supF, y en

nuestro caso se empleo E. coli Y1090. Es un vector de inserción

de 38727 bp que admite insertos desde O hasta 8.5 kbp. La

selección de los recombinantes se puede realizar por siembra

sobre una cepa lisogénica para un bacteriófago del grupo de

inmunidad 434. La inserción de un fragmento de 4 kbp debería

formar bacteriófagos recombinantes de 42.7 kbp. Es conocido que

la eficiencia de empaquetamiento del bacteriófago lambda decrece

en casi un 10% respecto al tipo salvaje por cada kbp de

diferencia respecto a éste. De este modo, los recombinantes se

empaquetarán de modo preferente y se puede obviar la selección

sobre la cepa lisogénica.

3.4.4.2 Preparación del DNA del vector

El bacteriófago fue cedido por el Dr. A.Boronat en forma de

bacteriófago bandeado en cloruro de cesio. Se tituló el lisado

sobre E. coli Y1090, y se empleó para preparar un crecimiento en

1 litro de medio LB tal como se describe en el ap. 2.3.4.2. El

rendimiento obtenido de la purificación resultó ser de 10 a 20

veces superior al que se consigue con lambda Charon35. Se

obtuvieron 5.4 mgr de 1 litro de cultivo.

Una alícuota de DNA del vector lambda NM1150 de 10 jJgr fue

ligada por los extremos cos por incubación a 42·C en 0.1 M Tris

pH 8.0 10 mM MgC12 1 M, completando hasta el tampón de ligación

(ver ap. 2.12.3) Y añadiendo T4 DNA ligasa, durante 2 h a 37 ·C.

Posteriormente fue digerido el DNA con un exceso (5 veces) del

enzima HindIII, tal como se describe en el ap. 2.4.1, y'

desfosforilado como se describe en el ap. 2.9.3.1.
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3.4.4.3 Construcción de la genoteca enriquecida en lambda NMl150

Se mezclaron 400 ngr de vec}or (lambda NM11S0 HindIII

desfosforilado) con 90 ngr de inserto (fracción 3). La muestra se

llevó hasta lID volúmen de 9 uI . Se separó 1 �l que se conservó a

-20'C corno material de control previo a la ligación. La solución

de ligación se calentó 10 min a 6S'C y se colocó en hielo. Se

añadió 2 �l de tampón de ligación (ver ap. 2.12.3) y 0.5 �l de T4

DNA Li.gasa (N"EN). La solución se Lncubó en lID baño de agua

durante 22 h en lID gradiente de temperatura de 13'C hasta 20·C.

Una alícuota de 1 �l de la solución de ligación se sometió a

electroforesis en rninigel de agarosa 1% simultáneamente al

control de ligación (ver figura 3.25). La solución de ligación se

mantuvo a -20'C hasta el momento en que

empaquetamiento
..

ir:.. vi tro" •

se procedió al

El empaquetamiento "in vi t.ro" se realizó en dos experimentos

separados, con 5 �l de la solución de ligación tal como se

describe en el ap. 2.12.4.2.2. Los extractos de empaquetamiento

que se emplearon fueron los descritos en el ap. 2.12.4.1. En el

primer empaquetamiento se consiguieron 45000 u.f.p. y en el

segnndo 72000 u.f.p. Se obtuvieron un total de 117000 u.f.p.

Para evitar la caida en el título se plaqueá inmediatamente

la totalidad de los recombinantes a razón de 2000 u.r.p./placa de

9 cm � sobre la cepa E. coli Y1090.

Figura 3.2� Procedimiento de construcción de una genoteca
enriquecida en fragmentos genómicos que contienen el gen de

zeina_II de 16 kD (216, Zcl) de maíz W64A en el vector
fágico lambda NN1150 (c = secuencias cos, b = BarnHI, h =

HindIII) •

266 resultados



h

�NM1150
I e

...m43ot

! IIQaclon de

extremos cos

h h h

e e e e
cencetenáme ro

! Hindlll

h h
e

h h f.rsgmentos

h h de temeno

h
b

h selecclonsdo IIQac/6n

h h h h h

e e e

ccncerenémero

!
empaQue tam/en to

·In vttro'

vlrlones

! 1"eoo'6n

COLECCION DE

RECOMBINANTES

resultados 267



Figura 3.25 Construcción de una genoteca de maíz W64A

enriquecida en los fragmentos que contienen el gen de zeina-

11 de 16 kD (216, Zc1), en la diana HindIII del vector
Lambda NM1150.

A: Gel de agarosa 0.8 %. Fragmentos de restricción HindIII
del DNA genómico de maíz. Se indica la posición de los
marcadores de peso molecular de 5.0 y 3.5 kbp que delimitan

-

una zona que se fragmentó en cuatro partes, f1 a f4.

B : Minigel de agarosa 0.8 %. Alícuota de las fracciones f1
a f4 eluídas de un gel preparativo. ID es marcador de peso
molecular lambda cI857 HindIII + EcoRI.

C : Autoradiografía del filtro réplica del gel B después de
hibridar con la sonda PvuI-AOaI de p22.3 marcada por "random
primer" (exposición de 1i d a -70'C con pantalla
amplificadora) .

D: Gel de agarosa 0.5 %. Control del estado del DNA del
vector Lambda NM1150 (_g) comparado con el marcador de peso
molecular lambda cI857 (1).

E : Control de ligación. Minigel de agarosa 0.6 %.

ID marcador peso molecular lambda cI857 HindIII +

EcoRI
nI DNA del vector + DNA de f3, antes de ligar
1 : DNA del vector + DNA de f3, después de ligar
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3. 5. BUSQUEPA DEL FRAGMENTO GENa1IOO H<M>l.DGO

AL CLON CDNA IME177

3 • 5 • 1 BUSQliEDA

De cada una de las placas de la genoteca enriquecida se

obtuvo una réplica en nitrocelulosa como

2.8.5. Estos filtros se hibridaron con la

se describe en el ap.

sonda PstI-BarnHI de

¡:t1E17i en las condiciones de hibridación y lavado descritas en el

ap. 2.10.4. En exposiciones autorradiográficas de 12 h se

observaron señales positivas intensas, entre las que se

escogieron 14 que presentaban una señal más fuerte (21 a 214).

Después de dos ciclos de plaqueo y repurificación (ver ap. 3.1.1.

y figura 3.1) se mantuvieron 5 señales muy intensas (22, 23, Z9,

210 y 214).

3.5.2 CAR�CTERIL4CION DE LOS CLON�S POSITIVOS

De cada una de los 5 bacteriófagos aislados se preparó un

lisado de título suficiente. Del eluido de una placa a lisis

confluyente se obtuvieron títulos alrededor de 3 x 1010

u.f.p./ml. A partir de estos lisados se realizó un cultivo

líquido en 1 litro de LB purificando los bacteriófagos y el DNA

como se describe en el ap. 2.3.4.2.

Alícuotas de 1 �gr del DNA purificado se digirieron con los

enzimas HindIII, BarnHI y HindIII+BarnHI y se sometió a

electroforesis en geles de agarosa 1%. Se confirmó que los cinco

aislamientos poseían un inserto, de 4.1 kbp HindIII-HindIII.
Todos ellos poseían una diana interna BarnHI. La doble digestión

reveló que la diana BarnHI dista de un extremo 2,5 kbp, y que,

aparentemente, todos los insertos eran idénticos y orientados de

las dos maneras posibles. El gel se transfirió a nitrocelulosa y

se hibridó con la sonda PstI-BamHI de pME177 marcada con 32p por

"nick translation". Los resultados de la exposición
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autorradiográfica se muestran en la figura 3.26.

Los fragmentos Hind111-Hind111 de 4 kbp de los aislamientos
I

Z2, Z3, Z10 y Z14 se purificaron a partir del gel por la técnica

de DE4E celulosa, tal como se describe en el ap. 2.7.2. Estos

fragmentos se clonaron en la diana Hind111 del vector pUC18 (ver

ap. 2.12.3) y se transformaron células competentes (ver ap.

2.11.3). Los recombinantes se comprobaron mediante el uso de

minipreparaciones de DNA (ver ap. 2.3.3.2). Así se obtuvieron los

plásmidos pZ2, pZ3, pZ10 y pZ14. Se purificó el DNA de cada

plásmido por gradiente en cloruro de cesio después de llevar a

cabo una amplificación
DNA purificado se

restricción (BarnH1, EcoR1,

(ver ap. 2.3.3.1). Alícuotas de 0.5 �gr de

digirieron con diferentes enzimas de

HindII1, Kpn1, Pst1, Sac1, SalI y

Aba1). Los productos de digestión se sometieron a electroforesis

en geles de agarosa 1%. A partir de los patrones de digestión se

confirmó que, en todos los casos, el inserto era idéntico. Se

escogió el plásmido pZ3 para continuar el análisis por ser del

que se obtuvo un mayor rendimiento en la amplificación.

Diversas digestiones, sencillas y dobles, con los enzimas de

restricción antes citados, además de digestiones con BgIII,

HinfI, KpnI, NcoI, PvuI, Sma1 y Xho1, permi tieron definir un mapa

físico del inserto del plásmido pZ3 (ver figura 3.27).

Figura 3.27 : Mapa de restricción del inserto del plásmido pZ3

A Gel de agarosa 0.8 %

!!!: marcador de peso molecular lambda ci 857 HindIII +

EcoR1 + lambda c1857 HindI1I
y los productos de restricción del plásmido pZ3 para
los enzimas Q: BarnHI, h Hind11I, � EcoR1, k :

Kpn1, ª : Sac1, � : XbaI, Q : XhoI.

B : Autoradiografía del filtro réplica del gel hibridado con

la sonda PstI-BarnHI de pME177 marcada por 'nick translation'

C: Localización física de las dianas de rerstricción para
algunos enzimas. La posición exacta se ha obtenido a partir
del estudio de la secuencia de nucleótidos (figura 3.28).
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3.5.3 SECl�CIA DEL INSERTO DEL PLASMIDO PZ3

Conocido el mapa físico del ins�rto se procedió a secuenciar

la totalidad de éste por el método de Sanger (ver ap. 2.13) y,

para ello, se obtuvieron los subclones necesarios en M13mp18/19

por clonaje dirigido (ver ap. 2.12). Como isótopo trazador se

empleó 35 S en forma de a3 s S-dATP. Los geles empleados tenían un

gradiente de espesor de 0.25 a 0.5 mm tal como se describen en el

ap. 2.5.3. Con estos geles y el marcaje con 358 fue posible leer

entre 450 y 500 bp por gel y clan en dos cargas sucesivas. La

secuencia determinada del inserto del plásmido pZ3 (3870 bp) se

reproduce en la figura 3.31.

Figura 3.28 : Estrategia de secuencia del inserto del plásmido
pZ3. Fragmento HindIII-HindIII de 3870 bp del aislamiento
genómico Z3. Se indica la posición de la zona codificante
del gen Zcl.
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10 20 30 40 50 60
AAGCITITCA C.cACCCAGTG TGA..TCGCATA TCCMTAcrc G'ITAAGMGA AGAATGAGAG

70 80 90 100 110 120

CTGGAGTATG TGTGTCGATI ACATGGGC·CA TAACA-\GGTG TGTCCAAMG ATCCACTACA

130 140 150 160 170 180
ATGCACATTC GAGCCTAGCA ATCAGGATTC AAATGGA.cAC CG-\GATGATG GACACAACGA

190 200 210 220 230 240
TGTATACACA MTCCMCAT GGTITGGTTG AGCATGTGTG GGGCGTA4TC ATCA'ITAG.\T

250 260 270 280 290 300
'ITATGTMTI 'ITCI'A'ITA4T TA'ITATGTA4 'ITITCTM'IT GTAATGTACT 'I1'TC1'TITAA

310 320 330 340 350 360
TTAGTATACA C'ITTGTM'IT 'ITI'AATITA4 TA4AMTCTA 'ITATATATAT A'ITGTATG-\T

370 380 390 400 410 420
'ITGTAAGCGT TAAACAATCT A4GTGATTAC 'ITAA'ITCI'GA MTATMAAG CTGATGTGCC

430 440 450 460 470 480
TGTGAGCCGA GGCTATAACC TGTGTAGGCT ATACACI'GGA GCA'ITAGGGA CGAGAGTACG

490 500 510 520 530 540
TGGAGTCGAG AGCTGATGTG GCMGTGCGA. GAAAGTGATG GTGCACTGGC AATAGTAAAG

550 560 570 580 590 600
ACGGATTGTG ACI'AGGCTCA AGGCGCCACC ACCACTGTCI' MAACAAGTC ACACMGTIT

610 620 630 640 650 660
CAAACGTC'IT C'ITGCCGTGT CTCACGA4TT GCAACATI'CT TGTCGGMGA GCCACI'GTAT

670 680 690 700 710 720
TCACGGGTM TCTCAGCACG 'ITATAAAGTG GTGAGGMCG CGGCCGGAAC MCCA'ITGGC

730 740 750 760 770 780
ATGTAGAGCI' CCATATATGA G'ITCGTG'ITA TCCACCACAA crcacAGMC ATCACMAAT

790 800 810 820 830 840
GTACATCAAG CAGCGA'ITAA 'ITGOGTGAGA MCAAATCGG GCGTCTCTCC GTGTACA4TG

850 860 870 880 890 900
AAATATAATG GTGAGTCACG AGTCACGCI'G ATCTGATGTA TATATGCTM TAGCI'CGCAC

Figura 3.29 : Secuencia del inserto del plásmido pZ3. Fragmento
HindIII - HindIII de 3870 bp que contiene el gen de zeina-II
de 16 kD (Z16, Zc1). Se ha subrayado la secuencia
codificante.
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910 920 930 940 950 960
GACAITGCAA ACAACI'CATA CCACTACATI ACAGAGTIAG TI1'CGTGAAA AGCAAGAGTA

970 980 990 1000 1010 1020
GGACGGAGAG GAAAATMTC CTI'GACGACG TGCACATGAG CCACACGCAA GAGTACTGAA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TAAATCCAGA TGAACCCTCC A<\AAGTGAAT GAGATG..\GTC ATGTATACAT TrGaCAAQ.\..<\

1090 1100 1110 1120 1130 1140
ACCGTAGA.<\G CTACCGCCAT CGATITCATC ATAGA.<\GAAG AAATI'GTGGT AATCGGAAAG

1150 1160 1170 1180 1190 1200
CTATAAI\TAI\ CCGTCTATGC CTATGGCAcr TCTCCACCAC CACCACTGGA CGTCAGCCTA

1210 1220 1230 1240 1250 1260
GCAI\TI'Aocr CATCGACTCC AGATTGGAGA ACTCGACACC ATGAAGGTGC TGATCG'ITGC

1270 1280 1290 1300 1310 1320
CC'TI'GC'TCTC CTGGC'GCTCG CTGeGAGCGC CGC'CTCCAGT ACA.<\GCGGCG GCTGTGGCTG

1330 1340 1350 1360 1370 1380
CCAGACACCA CCGTTI'CATC TACCGC'CTCC G'ITCfATATG CCGCCTCCGT TCTATCTGC'C

1390 1400 1410 1420 1430 1440
GCCGCAGCAG CAGCCGCAGC CATGGCAATA CC'CCACTCM CCACCGCAGC TAAGCCCGTG

1450 1460 1470 1480 1490 1500
CCAGCAGTI'C GGATCCTGC.G GCGTCGGCAG CGTC.GGCAGC CCGTI'CCTOO GCCAGTGCGT

1510 1520 1530 1540 1550 1560
CGAGITCCTG AGOC'ACCAGT GCAGCCCGGC GGCGACGCCC TACGGCTCGC CACAGTGCCA

1570 1580 1590 1600 1610 1620
GOC'GCTGCAG CAGCAGTOCT GCCACCAGAT CAGGCAGGTG GAGCCGCl'GC ACCGGTACCA

1630 1640 1650 1660 1670 1680
GGC.GACATAC GGTGTGGTCC TGCAGTCC'IT CCTGCAGCAG CAGCCGCAGG GCGAGCTCGC

1690 1700 1710 1720 1730 1740
GGCGCTGATG GCGGCCCAGG TAGCGCAGCA OCI'GACGGCG ATGTGCGGTC TGCAGCTGCA

1750 1760 1770 1780 1790 1800
GCAGCCAGGT CCCTGCCC'IT GCAACGCAGC TGCCGGCGGT GTC"I'ACTAC1' GAGGAAAC1'A

1810 1820 1830 1840 1850 1860
TGTACTGTAG TAATMTcrfA ATGGAGCCGC TGAC1'AGCI'A CCI'ATAOCTA G'I'I'CACTCGT

1870 1880 1890 1900 1910 1920
TTAGCGGCGA TGAGTAACGG AGTGTCACCC ATCACCATGG GTGGCAGTGT GAGCAATGAC
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1930 19�0 1950 1960 1970 1980
CTGAATGAAC CATI'GAAATG GAAAGGAATA ATATATAGGG A;\MAGGATG 'ITTGGAAACT

1990 2000 2010 I 2020 2030 20�0
G..\TAGTTGGT TCTGAGTCTI GCTATCG..\GG ATGGGAG..\TA CAI\CTcrITI' A'ITTAAGG.-\G

2050 2060 2070 2080 2090 2100
GGATG..6.GAG.4. AATGITGGTG GTCACTAAAA AA.\GGAGGG.-\ TGTTGGGGGA TTGGTCGAGG

2110 2120 2130 2140 2150 2160

CAAA..\AG.-\AA GTATACTAAT ACTAG..6.TATG GTAGGCCCTT CGTTGCCACG GAAGTTMA.6.

2170 2180 2190 2200 2210 2220

ATTAG��4A CATATATATA CCGAI\CACCA TGGTCTAGAC AATGCTAGTG A-\ACTG.�-\AT

2230 2240 2250 2260 2270 2280
A��-\ATAGCT ACATAATTGC TTAAATAGTT ATACAACTCG TAGCACAAAC AAAf\CAA.6.GT

2290 2300 2310 2320 2330 2340
TGGGCATA.6.C GTTA.\GTGAC AC'ITC'TC'ITG TATCAGGCT'I' GG..6.CTATGTC CTGGC"TAATG

2350 2360 2370 2380 2390 2400
CTTGTAGCCT TTGAA.CATTA TCAGGACCCA TTGATCACTA CACTCTACTT GCACTATAGC

2410 2420 2430 2440 2450 2460

AATCTCCAAA TCCTTAGGTG GTGGGGGCAT CTGTITCATG ATTTATaGAG CATCA'ITTAT

2470 2480 2490 2500 2510 2520
CCTGCAAACA TTTTGCATGG GATCAGGACT TGCATATCAC AACTGTTGAA TTTGGACAGA

2530 2540 2550 2560 2570 2580
ATAMATATT TTGTGTAGAT CA-\AGAf\GTC CCAATGATGT TTTTGGCAAG GTGTGCATTT

2590 2600 2610 2620 2630 2640
GTGTTTCTAG GCCT'ITTAAT GGCAGTGA.\C TTCCTATAAG ATTTTAGAAT TCCTGACAGC

2650 2660 2670 2680 2690 2700
TAAAAA..6.crA AGAAA.6.CTTC TTCATGGTAG TAAGTAGCAG CAAGCGGCAC TATATGAAAG

2710 2720 2730 2740 2750 2760
ATAAMCT.M TGATCCTAAA AAGAGCTAGC AGATTGAATT CTACATAGAA TGTCTI'ACTG

2770 2780 2790 2800 2810 2820
TTGTCAAGCG TCGAAGACCA GATTTGGATA GCAAGAATGT AAACTTAAAT GTGATCTCAG

2830 28�0 2850 2860 2870 2880
TTTGGTAGTC CCTTCAACAC TGCCAAAAGG AGTATATTCC TGAATTGCGA CAGGCATATA

2890 2900 2910 2920 2930 2940
GGATGCATGC CCATGATAAA GAA,.AAA�T CTCITATATG CTATGAAAAA TGTAGGCATC
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2950 2960 2970 2980 2990 3000
TA4TAACAA4 TGGGACTGAA TGT'ITTAGAT G4ATATATCA C'ITCAMAGA 'IT'ITA4ATA:"

3010 3020 3030 3040 3050 3060
GTGCA4TA4C AATTCA4.4AC ACACTITITC AMATI'CTGA GTATATIATC TCGAG'ITI'GG

3070 3080 3090 3100 3110 3120
CACA4CAG4G AGATGTTATC CTGTATCCAT GQ·�AAG4AAT TAGCCACAAA TA4ATAAACT

3130 3140 3150 3160 3170 3180
AACACTACCA AACATAGAGC ACGTI'GATIA GAA4GTCA4C AAGAAAATGC AGGCA4'ITI'G

3190 3200 3210 3220 3230 3240
CACCCACCA". CAC'ITAG4AA GTA4AAAGGT TATCTGTG:..A ITAG'ITTCGA GGATTTCAGI\

3250 3260 3270 3280 3290 3300
AACCGCCACA ACG.<\ITCCGC TCACCCATGG CCATGTI'GTI AGAG'ITGATG TCCTCAITIT

3490 3500 3510 3520 3530 3540
TCATTAGM4 ACACTATGTA CA<\TAcrAAA GAATAATGAC AATAITATGG ATAAAGAAAC

3310 3320 3330 3340 3350 3360
CATATG4GA4 GCCTCACCGT GGGCI'G<\GCA AAGGCAMAC AGAGCAACTC GTIATC'ITI'G

3370 3380 3390 3400 3410 3420
GTITACGTAC crcrCCTITI CTCTCTCITT GTAAACA<\TA GAGGCATIAA CCATCCAITG

3430 3440 3450 3460 �470 3480
CTAGCCTCcr CTTCTTIAGC CT'ITACACGG CAACATGCAA CCTCTCACAT GGTGTAGCAG

3550 3560 3570 3580 3590 3600
CCATATATI'G GATGTATATG TAACCAGGTA G4CAGTICAG ACCAAGAATG TA<\ACATGAG

3610 3620 3630 3640 3650 3660
CCATAGCATG CAA4AAGAAG ACAGATCGTA TGACG.4GAAG AGCATGACCC CGTAAGTAGC

3670 3680 3690 3700 3710 3720

ACCTITGTCA GATGGACTGC AACAGCAAr:J: CTAAATCAGG GACAACAAGC ACTl'CCAATC

3730 3740 3750 3760 3770 3780

GAGCAAGATA TCI'GCATGAA CAGATAA<\TC AATATGCATC TCATCAMAG ACCGTATATG

3790 3800 3810 3820 3830 3840

ACCTATITTA TGAAATAGG4 ATGTACC'ITC CGTAACAGGA GGAACTCCGC TAATIATAGC

3850 3860 3870

AGCCAAACAG TGTCAGTIAA <Í.TI'AAGCIT
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3.6 DETERMINACION DEL NUMERO DE OOPIAS DE lOS

GENES OORRESPONDIENTES A FME119 Y FME177

Este tipo de eA�rimentos implica la separación

electroforética de fragmentos de restricción de DNA genórnico y,

en paralelo, de cantidades variables de un DKA marcador del que

se desea conocer el número de copias en dicho DNA genórnico. A

partir de los tamaños del genorna y del DNA marcador, es posible
establecer el número de copias de dicha secuencia por genoma

haploide por medio de la siguiente relación

1 : kb; d! genema ! kbF de marcad:r : pgr getoma ! pg! marcador

A partir de esta relación se deduce que los �gr de DNA

genórnico a cargar en el gel, divididos por la relación X

determinarán la cantidad de DNA marcador correspondiente a una

copia por genoma haploide. A partir de esta cantidad se podrán
establecer las correspondientes a los diferentes números de

copias de DNA marcador que se quieran establecer en el ensayo. Es

muy importante en este tipo de ensayo conocer de forma muy

precisa las concentraciones de cada una de las soluciones de DNA

de las que partirnos.

Lna vez el DNA ha migrado lo suficiente a través de un gel,

se transfiere a un filtro de nitrocelulosa y se hibrida con la

sonda de DNA apropiada. El estudio de las intensidades de la

señal en la autorradiografía para los diferentes carriles permite
determinar el número aproximado de copias del DNA sonda por

genorna haploide.

3.6.2 REOONSTRUCCION GENICA

Para la reconstrucción génica del gen de pMEl19 se empleó el
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plásrnido p268C digerido con HindIII,

fragmento de 3. 1 kbp y el vector de 2.7

de modo que libera un

kbp. Para el gen de

pME177 se empleó el plásrnido pZ3 digerido con HindIII que libera

la banda de 4 kbp y el vector de 2.7 kbp.

Se partió de DNA de endospermo digerido con HindIII y

comprobado. Se determinó su concentración por absorción óptica a

260 nrn. Los plásrnidos pZ3 y p268 C, de concentraciones conocidas

por absorción a 260 nrn, se digirieron con HindIII. Una vez

comprobada la digestión se procedió a preparar el gel de la

reconstitución.

La relación X para una banda de 1 kbp es de 5 x 106 para un

tamaño de genoma como el del maíz de 5 x 106 kbp (Bennet y Srni th,

1976; Pedersen et al., 1980). Así por cada 10 �gr de DNA genómico

de maíz 2 pgr corresponden a una kbp que se encuentra en copia
única.

En el gel de reconstitución génica que se muestra en la

figura 3.30 para el gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) se

cargaron en carriles paralelos 10 �gr de DNA de endospenno
HindlTI y 10.4, 20.8, 31. 2 pgr de p268C HindITI (corresponden a

1, 2 y 3 copias por genoma haploide). En el gel de reconstitución

génica para el gen de zeina-II de 16 kD (Z16, Zc1) se cargaron en

carriles paralelos 10 �r de DNA de endospenno Hindlll y 13.4,

26.8 y 40.2 pgr de pZ3 HindIII (correponden a 1, 2, y 3 copias

por genoma haploide). Se trataba. de geles medianos de agar-osa 1%.

Una vez transferido el gel a nitrocelulosa como se describe en el

ap. 2.8.1.2 se hibridó cada uno de ellos con la sonda

correspondiente, en las condiciones descritas en el ap. 3.2.2.

Los resultados, que se muestran en la figura 3.30, indican que

los dos genes están rep�esentados por una única copia por genoma

haploide.
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1 2 3 4

A

....._-

1 2 3 4

B

Figura 3.30 Reconstrucción genom�ca de los genes
correspondientes a los clones cDNA pME119 y pME177.

A: sonda PvuI-XbaI de p22.3.
! 10 �gr DNA endospermo maíz W64A HindIII
� 10.4 pgr p268C HindIII (1 copia)
� 20.8 pgr p268C HindIII (2 copias)
1 31.2 pgr p268C HindIII (3 copias)

B: sonda BarnHI-PstI de pME177.
! 10 �gr DNA endospermo maíz W64A HindIII
� 13.4 pgr pZ3 HindIII (1 copia)
3 26.8 pgr pZ3 HindIII (2 copias)
1 40.2 pgr pZ3 HindIII (3 copias)
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3.7 l.DCALlZACION�CA DE LOO GENES

OORRESPONDIENTES A R1E119 Y R1E177

Los genes de zeínas en el maíz se encuentran localizados en

tres "clusters" en los cromosomas 4,; y 10 (ver ap, 1.4.2.4.4).

Asimismo se han localizado los loci de diferentes mutantes que

afectan a la eh�resión de las proteínas de reserva en el maíz

(ver ap 1.4.2.4.4). Se ha observado que estos loci mapan muy

cercanos o en el interior de los "clusters" que agrupan a los

genes estructurales de zeínas.

siempre que el patrón de restricción genómico no sea

las

Partiendo de la premisa

proteínas de 28 kD

de que los genes estructurales de

y 16 kD deberían encontrarse cerca de

diseño el experimento que se describe a

averiguar su localización crornosómica. La

estos "clusters" se

continuación para

técnica fue empleada fue la clásica de "marcar" un cromosoma con

una determinada característica genética, y averiguar para el gen

en estudio si existe pálimorfismo en la longitud de los

fragmentos de restricción genómicos. Este análisis es asequible

excesivamente complejo.

Las variedades que se han empleado se han obtenido

transfiriendo la característica mutación de la variedad

originaria donde se observó y fijó a la variedad en cuestión.

Para transferir la mutación de una variedad A a una variedad B se

cruzan éstas. Del cruce de las variedades A (n n) y B (+ +) se

obtienen la totalidad de descendientes (F1) son heterocigotos (+

n) , con un 50% del genoma procedente de cada progenitor. Por

autofecundación de la F; 1/4 de los descendientes presenta la

mutación en hornocigosis (n n). Cruzando éstos con la variedad B

(+ +) se obtiene una F2 donde la totalidad de la descendencia es

heterocigota (+ n) y presenta un 75 " del genoma procedente del'
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progenitor B y un 25 % procede del progenitor A. Después de unos

6 cruces se obtiene una F6 en la que la descendencia,

heterocigota (+ n) presenta el 98.4 � del genoma de la variedad B

y sólo el 1.6 % del genoma de la variedad A. Por autofecundación

de los individuos de la F6 se obtienen mutantes (n n). De este

modo se obtiene la variedad B mutada: B (n n). El proceso de

transferencia de un mutante de una a otra variedad es más

sencillo si presenta codominancia pues se manifiesta el carácter

mutante ya en el heterocigoto, no siendo necesario realizar la

autofecundación para seleccionar los mutantes.

Cuando se analiza el patrón de restricción genómico para la

variedad normal �- la mutante puede ocurrir que sea idéntido entre

ambas, o que presente diferencias. Si presenta diferencias, es

decir, si existe polimorfismo en la Long i tud de los fragmentos de

restricción genómicos correspondientes al gen en estudio indica

con certeza que el gen marcador, mutante , y el gen en estudio se

encuentran en el mismo cromosoma, y además muy próximos entre sí.

Esta interpretación se basa en que si la distancia entre los loci

fuera elevada (aprox. 50% de frecuencia de recombinación) o bien

se encontraran en diferente cromosoma

conjuntamente a través de los cruces

no se habrían heredado

en el proceso de

transferencia de la mutación, y no se observar-Ia la correlación

entre presencia de la mutación y de una longitud concreta de

fragmento de restricción genómico.

En el "Isti tuto Sperimentales per la Cerealicul tura" de

Bérgamo. Italia, se han preparado gran cantidad de variedades de

maíz con los diferentes marcadores genéticos que se ha descrito

que afectan la expresión de las proteínas de reserva en esta

especie, tales corno opaco-2, opaco-7, floury-2, mucronate, etc

(ver ap. 1.4.2.4.4). El Dr. Natale DiFonzo cedió a nuestro

laboratorio una colección de estas variedades, que se listan en

la tabla 3.4.
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variedad genotipo Dumero colección

W64A t t 10.140
W64A 02 02 10.141
W64A fU fU 10.1U
W22 t t 10.144
W22 02 02 10.143
W22 01 01 10.145
W22 fl2 fl2 10.146
B37 t t 10.m
831 02 02 10.148
B37 f i i ru 10.149
B37 fl2 fU 10.150
837 De-b30 10.151
837 He 10.122
837 02 02 i He 10.119
A69Y t t 10.152
A69Y 02 02 10.153
A69Y f12 flZ 10.154
A69Y IIX IIX 10.1l8
L0876 • t 10.155
Lo876 02 02 10.156
B?:! t t 10.m
B73 02 02 10.158
H017 t + 10.159
Ho17 02 02 10. i 60
A632 + t 10.161
A632 02 02 10.162
1222 i12 fil iü.163
A374 f12 f12 10.164
Ob261 fl2 fl2 10.165
A239 f12 fl2 10.166
IHP -

t t 10.120
ILP t t 10.121

y los cruces :

1. ( ¡3B.1l t t r A69Y 02 02) 1 A69Y 02 02}
semillas nor.ales 10.138
semillas opacas 10.137

2. í (B41 • + r A69Y 02 02) 1 A69Y 02 02}
semillas normales 10.134
seai l Ias opacas 10.139

3.( (W64A • + x A69Y 02 02) 1 A69Y 02 02}
selillas norlales 10.135
semillas opacas 10.136

Tabla 3.4 : Lista de variedades de maíz y sus nrutantes cedidos
por el Dr. Natale DiFonzo ("Istituto Sperimentale per la
Cerealicultura", Bergamo, Italia).
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3.7 . 2 PREPARACION DEL DNA GENCNlCO

Para obtener DNA genómico de cada una de las variedades se

hicieron germinar las semillas en cubetas con tierra de
•

jardinería a 29·C. Cuando el tallo empieza a despuntar se

establecieron fotoperíodos de 9 h de luz a 31'C y 15 h de

oscuridad a 24·C. A los 8 d de sembrar las semillas se cortan los

tallos y después de lavados en agua se congelan en nitrógeno

líquido, conservando el material congelado a -70'C hasta la

extracción de DNA genómico.

La purificación de DNA se realizó como se describe en el ap.

2.3.1. Una alícuota de 30 �gr de DNA purificado se digirió con el

enzima EcoRI en las condiciones descritas en el ap. 2.4.4.

Después de comprobar que la digestión fuera completa se

sometieron a electroforesis alícuotas de 10 �gr en geles grandes

de agarosa 0.8%.

3.7 • 3 "SOUTHERN" GENO'1ICO

El primer grupo de variedades que se probaron fueron las que

en la tabla 3.4 se señalan con (*). Corresponden a la comparación
de los genotipos normales con los opaco-2. Así se compararon en

las variedades W64A, W22, B37, �b17, 10786, A632 y B73. Asimismo

se compararon las semillas normales y mutantes de los cruces que

se describen en la tabla 3.4.

Se realizaron 2 geles idénticos para cada serie de DNAs, y

se transfirieron a nitrocelulosa tal como se describe en el ap.

2.8.1.2. En total se prepararon 4 filtros. El filtro 1 y el 3 se

hibridaron con la sonda PvuI-XbaI de p22.3 y los filtros 2 y 4

con la sonda PstI-BarnHI de pME177, en las condiciones descritas

en el ap. 3.2.2. Los resultados se muestran en la figura 3.31.

Se puede observar en la figuras 3.31 que el fragmento de
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restricción genórnico EcoRI difiere entre las diferentes

yariedades, entre los tamaños de 30, 20, 10, i, 6 y 4.5 kbp para

la sonda P\�I-AOaI de p22.3 y entre los tamaños 20, 6 y 4.5 para

la sonda Pstl-BamHI de p-lE177.

Para la sonda PvuI-ADaI de p22.3 no se aprecian diferencias

entre las variedades salyajes (+ +) Y las mutantes opaco-2 (02

02) W64A, B37, Lo876 , A632 y B73. Hay diferencias en las

variedades A69Y, W22 y Mo17. Los cambios observados se pueden

resumir:

A69Y banda de 20 kbp se mantiene

banda de 10 kbp desaparece
B73 banda de 30 kbp pasa a 20 kbp
W22 banda de 30 kbp pasa a 20 kbp

banda de 10 kbp pasa a 6 kbp
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Figura 3.31 : Localización cromosómica de los genes de glutelina-
2 de 28 kD (G2, Zc2) y de zeina-II de 16 kD (26, Zc1).

A : Geles de agarosa grandes 0.7 %.
1 : Gel 1.

n : fenotipo normal

º : fenotipo opaco
704i!02R (38.11++ x A69Y0202) x A69Y0202
7048/02R : (B41++ x A69Y0202) x A69Y0202
7051/02R : (W64A++ x A69Y0202) x A69Y0202

± : genotipo + +

02 : genotipo 0202

2 : Gel 2.

B : Autoradiografía de los filtros de réplica después de
hibridar con la sonda PstI-BarnHI de pME177.

e Autoradiografía de los filtros de réplica después de
hibridar con la sonda PvuI-�baI de p22.3.

D : Esquema de los resultados (pág. sig.)
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En la bibliografía se ha descrito que en la variedad W22 el

número de genes que codifican para 28 kD es de dos copias
(Rubenstein, como personal, Prem Das y Messing, 1987). Los

resul tados en esta variedad parecen indicar que ambas copias se

encontrarían localizadas en el cromosoma 7, cerca del locus

opaco-2. Estos resultados se confinnan en el caso de la variedad

B73, con una sola copia. A partir de los resultados de la

��riedad A69Y podernos afirmar que una de las dos copias se

encuentra ligada al locus opaco-2, sin poder decir nada de la

otra copia. Estos resultados son confirmados por el cruzamiento

(B41 + + x A69Y 02 02) x A69Y 02 02) (7048) todas las

semillas normales presentan el aspecto de A69Y + + y todas las

que son opacas sólo presentan la banda de 20 kbp.

Para la sonda PstI-BamHI de p.'1E177 no se han observado

diferencias en las bandas de restricción entre los genotipos
normales (+ +) Y mutan tes (02 02) de cada variedad. Se puede
concluir en este caso que no está ligado al locus opaco-2.

A continuación conviene analizar otra serie de mutantes,

comparados con los genotipos normales, para las diferentes

variedades disponibles. El mutante de mayor interés por cubrir

otro cromosoma en el que mapan bastantes genes estructurales de

zeínas sería floury-2 (cromosoma 4). Asimismo sería de interés

realizar el cruzamiento : W22 + + x A69Y 02 02, analizando el

polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción

genórnicos entre las semillas normales y mutantes, para determinar

la distancia entre el locus opaco-2 y el de la copia del gen de

28 kD residente en el cromosoma 7.

resultados 291



3.8 ESTUDIO DE LAS SECUENCIAS

3.8. 1 SEQJENCIA GENctvnCA DE ZC2

La secuencia nucleotídica del clon genómico p268C, de 2975,

comprende 1709 nucleótidos de zona flanqueante 5' (nucleótidos 1

a 1(09). El inicio de transcripción se sitúa en el nucleótido

1710 y la región codificante comprende desde este nucleótido

hasta el 2367 (+658). El triplete de paro (TGA) se localiza en

la posición 2370 (+660) y la región flanqueante 3' se ext.i ende

606 bp hasta el nucleótido 2975 (+1266).

La región codificante coincide totalmente con la ya

determinada en el laboratorio del clon genómico p22.3 (Boronat et

a l . , 1987), y presenta algunas diferencias con respecto a las

secuencias conocidas de clones cDNA (p�119, ��125 y �m792,

Prat, 1986) (ver figura 3.32). Estas diferencias afectan a la

secuencia nucleotídica pero no a la secuencia de aminoácidos de

la proteína, es decir, son cambios conservativos, con la

excepción del cambio puntual en la posición +447 del clon cDSA

�ffi792 que produce el cambio de serina (S) por alanina (A) del

aminoácido 150 en la secuencia de la proteína deducida.

El análisis de 6 clones cDNA

proteínas homóloga a pME119 por S.

diferentes de la familia de

Prat (Prat, 1986) indica la

existencia, en la variedad híbrida E10, de 3 tipos diferentes de

genes, cuyos mapas de restricción difieren en la presencia o no

de una diana PstI y una o más dianas RaeIII. A nivel nucleotídico

se traduce en la existencia de unos pocos cambios puntuales •.

El hecho de que siempre que se ha aislado un gen de Zc2 de

la variedad W64A (lambda-ZG1, lambda 268, lambda 289, lambda 302)

su secuencia ha resultado ser idéntica, ratifica la conclusión, a

partir de los experimentos de reconstrucción genómica (ver ap.

3.6, y figura 3.30), de que, en esta variedad, se trata de un gen

único.
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-1450 -1400 -1350

-1700 -1650 -1600

AA6CTT6ACT6AAATS6AASACSATCATAAC6AAGGATGAAAC6GTCAC6AA6CTAT6TSCA6A66ASCTTCSSCAT6ACA6CASAAASSG6AAACCSACTTAAAGATSAAAA6CCAAAT p2bBC

-1550 -1500

CA6CCCTCAAA6AATTACTATASA6TTATT6ATAAAAASTAAAS6SCATTAAT6TAATTTTATACS6ACT6CSTCCCST6CCTATAAATA6AT6AACA6TATTCATSTATT6TTCACGCT p26BC

GACTT66CATT66TATCAC6CCTCTACCCTTACTTTCCTTCAA6CCSAA6TACATTTSTTGTT6TCSTTTATATAASCAAAATAAATSAAAATSAATTAAT6TTCAAAA6TAATCATATT p2bBC

-1300 -1250

ATTTTATGTSTSAATCTTCTTTACTTTTTCATTT6ATTAT6ATTATSAA6GTAT6ACCTTCATAACCTTC6TCC6AAATCCATTATATCCAAAS6AAAATAATSCTTC6AA66AC6AA6S p2óBC

-1200 -1150

-

ATTTTGATATTTAACATTTTAT6TTSCCTT6TTCTTAATTCATASCATTTSA6AACAA6TCCCCAACACCAATCTTTATCTTTACTATATTAAA6CACCA6TTCAACSATCSTCTCGT6T p2ó8C

-1100 -1050 -1000

CAATATTATTAAAAAACTCCTACATTTCTTTATAATCAACCCSCACTCTTATAATCTCTTCTCTTACTACTATAATAASAGASTTTATSTACAAAATAASGT6AAATTATSTATAASTGT p268C

-950 -900

TCT66ACCTTSGTT6TT6GCTCATATTCACACAACCTAATCAATA6AAAACATAT6TTTTATTAAAACAAAATTTATCATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATAT p2óBC

-850 -900 -750

AATATAAACC6TAGCAAT6CACA66CATAT6ACTASTGSCAACTTAATACCATGTSTSTATTAASAT6AATAA6AS6TATCCAAATAAATAACTTSTTCSCTTACSTCTSSATCSAAAGG p26BC

-700 -650

SSTTGSAAAC6ATTAAATCTCTTCCTASTCAAAATTAAATA6AA66ASATTTAATC6ATTTCTCCCAATCCCCTTCSATCCA66TSCAACC6AATAAGTCCTTAAAT6TT6A6SAACACS p26BC

-600 -550

AAACAACCATSCATTSSCATSTAAA6CTCCAA6AATTC6TTGTATCCTTAACAACTCACAGAACATCAACCAAAATTSCACGTCAA66GTATTSSGTAASAAACAATCAAACAAATCCTC p2ó8C
====================================================================================== p22.3

-500 -450 -400
· . . . . . .

TCTGTGTSCAAA6AAACAC6STSAGTCATSCCSASATCATACTCATCTGATATACATSCTTACASCTCACAASACATTACAAACAACTCATATTGCATTACAAASATCGTTTCAT6AAAA p2b8C
:::===================================================================================================================== p22.3

-350 -300
· . . . . . . .

ATAAAATASSCC6SAACAS6ACAAAAATCCTT6ACGTGTAAA6TAAATTTACAACAAAAAAAAA6CCATAT6TCAA6CTAAATCTAATTCGTTTTACGTASATCAACAACCTSTASAASS p26BC
::====================================================================================================================== p22.3I

-250 -200 -150
· . . . . . . . .

CAACAAAACTSASCCACSCASAAGTACASAATGATTCCA6ATSAACCATCSACSTSCTACGTAAASASASTGACSASTCATATACATTTGSCAAGAAACCATGAASCTSCCTACA6CCST p268C
t::===================================================================================================================== p22.3
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350 400 450

-100 -50

CTC6STSSCATAAGAACACAASAAATTSTSTTAATTAATCAAA6CTATAAATAACGCTCGCAT6CCT6TGCACTTCTCCATCACCACCACTS6GTCTTCASACCATTASCTTTATCTACT p268C
======================================================================================================================== p22.3

====================================== p"E125

1 50

CCASASCSCÁSAASAACCC6ATCSACACC!T6A666TSTT6CTC6TTSCCCTC6CTCTCCTS6CTCTCSCTSCSASCSCCACCTCCACSCATACAASCS6CSSCTSCSSCTSCCA6CCAC p26BC
======================================================================================================================== p22.3
==========================================================T============================================================= p"E125

===========================�=============T==============�============================================== pKE119
K R V l l V A l A l l A l A A S A T 5TH T S S S C S C 9 P

100 150 200

C6CCSCCSSTTCATCTACC6CCSCCSST6CATCT6CCACCTCC66TTCACCTSCCACCTCCS6TGCATCTCCCACC6CC66TCCACCT6CC6CCSCCSSTCCACCTSCCACCSCCSGTCC p268C
======================================================================================================================== p22.3
======================================================================================================================== pKE125
======================================================================================================================== pKEl19

=================================================== pKE792
P P P V H l P P P V H l P P P V H l P P P V H l P P P V H L P P P V H l P P P V

250 300

ATSTSCCSCCGCCSSTTCATCTSCCSCCGCCALCMiDCC�CTArr.r.TACTCAACCSCCCCSSCCTCASCCTCATCCCCAGCCACACCCATSCCC6TSCCAACA6CC6CATCCAAGCCCST p268C
======================================================================================================================== p22.3
======================================================================================================================== p"E125
====================================================================================================================;=== p"Ell9
======================================================================================================================== p"E792
H V P P P V H l P P P P C H y P T 9 P P R P 9 P H P 9 P H P C P C Q 9 P H P S P

SCCAGCT6CASS6AACCTSCSSCSTTSGCASCACCCCGATCCTSSSCCA6TSCSTCGAGTTTCTSAG6CATCASTSCA6CCCSACSSCSACSCCCTACTSCTCSCCTCA6T6CCA6TCST p268C
======================================================================================================================== p22.3
=============================================================C========================================================== p"E125
=============================================================C========================================================== p"E119
=======A=====================================================C============================================C=========6=== p"E792
C 9 L 9 S T C S V S S T P 1 L S 9 C V E F l R H S C S P T A T P Y C S P S C 9 S/A

500 550

TGCSSCASCASTSTTSCCASCAGCTCASSCASSTSSASCCGCASCACCSGTACCAGSCGATCTTCS6CTTSSTCCTCCASTCCATCCTSCAGCASCASCC6CAAASCSSCCASGTCSCSS p268C
======================================================================================================================== p22.3
============================= p"E125
======================================================================================================================== p"E119
========================================A=================================================================T============= p"E792
l R 9 9 C C 9 Q L R Q V E P 9 H R y Q A 1 F G L V L Q SIL 9 Q Q P Q S G Q Y A

600 650

G6CTGTT6GCSSC6CA6ATASCGCASCAACTGACSSCGATSTGCGGCCTGCAGCAGCCSACTCCATSCCCCTACSCTSCTGCCSSCSGTSTCCCCCACTSAASAAACTATGTSCTSTAST p2bBC
======================================================================================================================== p22.3
==========A============================================================================================================= p"E119
==============================================T========================================================================= p"E792
G L L A A Q 1 A g 9 L T A " e G l Q g P T P e P y A A A G 6 y P H f
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950 1000 1050

700 750 800

ATA6CC6CT66CTA6CTA6CTA6TTGA6TCATTTA6C6GCGAT6ATT6ASTAATAAT6TSTCAC6CATCACCAT66STG6CAGTGTCASTSTGAGCAATGACCTGAATGAACAATTGAAA p2b8C
======================================================================================================================== p22.3
======================================================================================================================== p"El19
======================================================================================================================== p"E792

CCCGCTS
850 900

TSAAAA6AAAAAAGTATT6TTCCAAATTAAAC6TTTTAACCTTTTAATA66TTTATACAACAATTTATATGTGT6TTTTCTATATATATCTA6ATTTGTTATCATCCATTT66ATATA6A p268C
======================================================================================================================== p22.3
============== p"E119
======A=====TA=========================== p"E792

CAAAAAAAAATTATAAGAACTAAAACGAATACTAATTT6AAATAAAG6G6GTATATATTGSGATAATGTCCATGA6ATCCCTC6TAATATCACT6ACATCACACGTGTGCASTATCACTG p268C
======================================================================================================================== p22.3

1100 1150

ATACATGTATTCACATTT6TTCTSC6TAGSCATACCTAACAATTTTSATC6ACTATCAGAAA6TCAAC6AAA6T6A6TCGACTCAAAAAAAAATG66TT6T66ATGA66CSTTA66CCCA p26BC
======================================================================================================================== p22.3

12(10 1250

CCTTAT66CA6AAAGATATCCACAATT6CT66TTTATATATACSTTCGCT6CTAT6TCCTTC6CCTCCCTTA6TTAAA6ACTTGAA6CTAA6CTT p26BC
=========================================================================================== p22.3

Figura 3.32 Alineación de las secuencias

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2). Se comparan
de los clones genórnicos p268C, p22.3 (Boronat

¡::i'1E125, p'1E119 y :¡j1E792 (Prat, 1986).

conocidas de
las secuencias
et al., 198;),
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3.8.2 SECL"ENCIA GENO'-IICA DE ZC!

El inserto del plásmido pZ3, de 3870 bp, presenta una zona

flanqueante 5' de 1238 bp. La zona codificante se extiende desde

el nucleótido 1239 a 1787 (+1 a +549). El triplete de paro (TGA)

se localiza en el nucleótido 1788 (+550). La región flanqueante a

3' se extiende 2083 nucleótidos desde 1788 (+550) hasta 3870

(+2633).

La secuencia del inserto del plásmido pZ3 es la primera

descripción de una secuencia genómica de zeínas-II de 16 kD (Z16,

Zc1). Hasta el momento sólo se conocía la secuencia del clon cD�A

"full Lengt.h" p.'1E177 (Prat, 1986). Dicho clon cD!\A se aisló en el

laboratorio a partir de una biblioteca de clones cDKA de

endospermo de maíz de la variedad doble híbrida E10, 15 a 20 dias

después de la polinización. Comparando dichas dos secuencias se

confirma que coinciden completamente. Este hecho es completamente
desacostumbrado en las secuencias que se conocen en la actualidad

de genes de proteínas de reserva en plantas. La existencia, en la

mayor parte de las familias de proteínas de reserva de plantas,
de un gran número de genes con pequeñas diferencias a nivel de

secuencia dificultan considerablemente el aislamiento de clones

cDNA y genómicos con una coincidencia completa de sus secuenc1as

nucleotídicas.

3.8.3 cct�ARACION DE LAS SECU�CIAS DE LOS GEN�S ZC1 y ZC2

En las figuras 3.33 y 3.34 se representan los clones

genómicos de zeínas-II de 16 kD (Z16, Zc1) y de glutelinas-2 de

28 kD (G2, Zc2) , y se indican las zonas de homología. La

homología ya descrita en las regiones codificantes (Prat, 1986;

figura 3.17) se extiende hacia la región flanqueante 5' y hacia

3' .
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Las regiones codificantes de ambos genes se pueden alinear

muy bien tanto en la región 5' (83 % de +1 a +14í, de pZ3), corno

en la región 3' (79 % de +205, diana BamHI en pZ3, a +548). Sin

embargo, la existencia de dos inserciones de 78 y 48 bp en la

parte media de la secuencia reducen la homo1ogia global de la

zona. Comparando las secuencias de aminoácidos deducidas se puede

observar, como describe Prat (Prat, 1986) (ver figura 3.17), que

una primera región de 11 aminoácidos que Lnc Iuve dos cisteinas

está muy conservada entre las dos proteínas, seguida de un

hexapéptido (Pro-Pro-Val-His-Leu) que se repite 8 veces en la

proteína glute1ina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y sólo dos en la proteína
zeina-II de 16 lill (216, Zc1). Una tercera región conservada rica

en Pro y no repetida (11 aminoácidos) la proteína glutelina-2 de

28 Id) (G2, Zc2) presenta una cuarta región formada JXJr un

octapéptido repetido dos veces precedido de un tetrapéptido que

se corresponde a un tiempo a la mitad del octapéptido repetido.

Esta región no se encuentra en la proteína zeina-II de 16 kD

(216, Zcl) donde sólo se encuentra una copia única, ligeramente

modificada del octapéptido. A partir de este punto las secuencias

se alinean fácilmente, diferenciandose dos dominios. En el

primero la secuencia es rica en cisteina y con un cierto grado de

homo10gía interna, y un segundo dominio en el que, a apesar de

que los cambios de aminoácidos son frecuentes no varía su

comJXJsición global, estando especialmente bien conservados los

residuos cisteina.

Prat (Prat, 1986) comparando las secuencias f'Lanqueant.es de

los clones cDNA pME119 y pME177 ya describe una homología

Impor-tante especialmente en la región 3'. Cuando se comparan las

secuencias f1anqueantesl5' de las secuencias de p268C (1711 bp) y

pZ3 (1235 bp) se aprecia que la homologia se extiende hasta -935

en p268C y -923 en pZ3. La hornología se concentra en tres zonas.

La primera, de 243 nucleótidos (zona A), adyacente a la zona

codificante presenta un 72.4 % de homo.Iog.í.a , Una inserción de 93
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pZ3
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Figura 3.33 Comparación de las secuencias flanqueantes 5'
("upstream") de los genes de zeina-Il de 16 kD (Z16, Zc1) y
glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2). Se indica la posición de las
zonds· de homología respecto a la región codificante
(recuadro), su longitud y el porcentaje de homología.
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-923 ATTTTTAATTTAATAAAAATCTATTATATATATAT -889 pZ3
ZONA C (80 IJ

-935 AT6TTTTATTAAAACAAAATTTATCATATATATAT -901 p2b8C

e
a
-

b

-565 AAGTTATAAAGT66T6A66AACSC6SCC66AACAACCATT6GCAT6TA6ASCTCCATATAT6AGTTG6T6TTATCCACCACAACTC6CA6AACATCA CAAAAT6TACATCAASCAGC6A

-655 AAGTCCTTAAAT6TT6ASSAACAC6AAACAACCATSCATTGSCATGTAAAGCTCCA AGA ATTCSTTGT ATCCTTAACAACTCACASAACATCAACCAAAATTGCA CGTCAASSS

2IL �

-446 TTAATTG6GTGASAAACAAATCS66CG TC TCTCC6T6TACAAT6AAATATAATG G�ACGAG TCACSCTGATCTSATSTATATATGCTAATAGCTCGCACSACATTGCAAA

-542 T A TTGS6TAASAAACAA TCAAACAAATCCTCTCT6TGT6CAAASAAACAC6STSAGTCATGC CGA6ATCATACTCATCTGAT ATACATGCTTACAGCTCACAAGACATTACAAA
:-p

a
be .-

• tor eSV40. • r
-331 CAACTCATACCACTACATTACAGAGTTA6TTTCSiSAAAAGCAASASTAS6ACGSAS ASGAAAATAATCCTTGACG

-428 CAACTCATAT TGCATTACAAAGATCGTTTCATGAAAAATAAAA TAGGCCGGAACAG6ACAAAAATCCTT6ACGSTGTAAASTAAATTTACAACAAAAAAAAA6CCATAT6TCAAGC
coreSV40 •

L 7 A J
•
- 11 - L 7 B J

-255 ACST S C
P

ACATGASCCACCAC6CAASA6TACT6AATAAATCCA6ATGAACCCTCCAAAAG T S AATGAGA T6AS

-312 TAAATCTAATTCSTTTTACGTAGATCAACAACCTGTASAASSCAACAAAAC TSAGCCCACSCAGAAGTACASAATGATTCCAGAT6AACCATC6AC6TGCTAC6TAAAGASAST6AC

• rCAAT, • •

f TATA!. •

-183 lffrT6 TATACATTTGGCAAGAAACCGT A GAAGC TACCSCCATC 6ATTT�ASAAGAAGAAATTST6STAATCGG AAASC ATAAATA CCSTCT AT6CCTAT66CAC
- -------------------- - - - -- --- --- -- - - --- - - - ----------- ---- --------------- -- ------ -- --

»Ó:

-195 GASTCATATACATTTGSCAAGAAACCATGAASCTGCCTACA6CCGTCTCGSTGSEAiAASAACACAAGAAATTGTGTTAATTAATCAAASCTATAAATAACGCTC6CATGCCTSTS CAC
LCAATJ L TATA J

�177
-72 TTCTC�ACCACCACCACTS6AC�TCA6CCTAGCAATTASCTC ATCGACTCCASATTGSASAA C TC6ACACCatg pZ3

- -- ------ --- -------- - ---- -

-76

TTCT1t�TCACCACCA�TSS
STCTTCASACCA. TTASCTTTATCTACTCCASAGCGCAGAASAACCCSATCSACACCatg

S

p2b8C
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l'

_______-f�¡{�¡/¡I\t�(¡}:�t-"4-------------
l'

S'

1_'-----------l�::::t{/{ttt/:::)::to:-tS-�--

o

pZ3

rl •

p2tJ80

[:::::J ......

+bó9 TSAAGAAACTATSTSCTGTASTAT AGCCGCTSSCTAGC TASCTASTTSAGTCATTTASCSSCSATSATTSAGTAATAATGT6TG p2b8C

+549 TSASSAAACTAT6TACTSTASTAATAATSTAATGSAGCCGCT6ACTAGCTACCTATA6CTA6TTCACTC6TTTASCS6CSAT6ATTSAC66ATAAT6T6T6 pZ3

+650 TCACCCATCACCATGSSTS6 CA6T6TSASCAATSACCTSAAT6AACCAiTSAAATSGAAASSAATAA LATATASG6AAAAASGATGTTTSGAAA pZ3

+753 TCACGCATCACCATGGSTSGCAGTSTCAGT6T6AGCAATSACCTSAAT6AACAATTGAAAT6AAAA6AAAAAA6TATTSTTCCAAATTAAAC6TTTTAACC p268C
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Figura 3.34 : Comparación de las secuencias flanqueantes 3'
("do",nstrearn") de los genes de zeina-II de 16 kD (Z16, Zcl)
y glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2). Se indica la posición de
la zona de homología respecto a la región codificante
(recuadro), su longitud y el porcentaje de homo.l.og í.a ,



nucleótidos en la secuencia de p268C la separa de la segtmda zona

de homología de 317 bp (zona B) con 70.7 %. La tercera región,

distal, es de 35 bp (zona C) y presenta un 80.0 % de homología.

En la región 3'

nucleótidos (zona D)

nucleótidos de pZ3 con

flanqueante se pueden alinear 18�

(ver figura 3.34) de p268C con 19�

una homología global del 72%. Dentro de

esta región se encuentran las tres señales posibles de

poliadenilación que se han descrito (Prat, 1986; .Boronat et al,

1987) .

La secuencia nucleotídica de la región codificante de estos

genes es especialmente rica en nucleótidos G + e, presentando
valores de 60,2 % para Zc2 y de 59,4 para Zcl. En la figura 3.35

se presentan los perfiles de riqueza

dos secuencias. Estos perfiles se

en nucleótidos A+T de las

han obtenido mediante un

programa escrito en G"�ASIC version 3.2 de Microsoft que calcula

la frecuencia de nucleótidos para ventanas de tamaño variable,

escogidas de 30 bp, que se desplazaban por la secuencia con una

cadencia variable, elegida de 10 bp. El gráfico se realizó

mediante el programa LOTIJS versión 2.0. Se puede observar la

similitud entre los perfiles de ambas secuencias, destacando la

en A+T flanqueantes,gran riqueza en secuencias ricas

especialmente a 5'. La región codificante

corno la parte deprimida del perfil.

se obse�� claramente

3.8.4 SffiALES "OONSENSO" IMPLICADAS EN

L.\ REGtJLACION DE LA EXPRESION GENICA

En la secuencia flanqueante a 5' del gen de glutelina-2 de

28 kD (G2, Zc2) (p268C)lse localiza en la posición -70 el punto

de inicio de transcripción determinado por protección a la

nucleasa SI (Boronat et al., 1987). Esta zona presenta elev�'f
�I FAc �'"

homología entre los dos genes (91 % en los 34 nucleótiddS del 'C��
q, I

entorno) tal como se observa en la figura 3.33. La secuencia del � ¡_
s. ""

'"
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Figura 3.35 Perfiles de riqueza en nucleótidos A+T de las
secuencias de los genes de zeína-II de 16 KD (216, Zc1)
(pZ3) y glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) (p268C), y de los
clones genómicos AB11 (Z19, Zd1), ��2 (Z19, Zd1), Z7 (Z22-
21, Zd2), ZA1 (222-21, Zd2) y 215A (Z15, Zb). La escala del
eje X está en kilobases respecto al inicio de traducción.
Entre dos flechas se sitúa la zona codificante.
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clon cDNA �lli1ii se inicia en la posición -65, a 1 nucleótido del

punto donde se podría esperar que se iniciara la transcripción

(posición -66) por homología con el gen de glutelina-2 de 28 kD
I

(G2, Zc2).

La secuencia TA���TA localizada en el gen zeína-II de 16 kD

(Z16, Zc1) en las posiciones de -100 a -92 y en el gen glutelina-

2 de 28 kD (G2, Zc2) en las posiciones de -104 a -96 es la

consenso descrita corno 'caja TATA' en genes de proteínas de

reserva en cereales (Joshi, 1987). En los dos genes se encuentra

en una zona en que alinean perfectamente. En esta misma zona se

localiza la secuencia CATAAG en glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2)

(-141 a -136), y CATCAT en zeína-II de 16 kD (Z16, le1) (-135 a-

130) 'caja CAAT'.

Por comparación con las secuencias flanqueantes a 5' de

otros genes del maíz e incluso del trigo en el laboratorio se ha

descrito un elemento de secuencia que se ha denominado '7-11-7'

(Boronat et al., 198i) y que consta de dos heptanucleáUdos
conservados separados por 11

figura 3.3;). Este elemento,

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2)

nucleótidos no conservados (ver

presente en la secuencia del gen

(posición -340 a -314) no se

encuentra en la secuencia del gen zeína-II de 16 kD (Z16, Zcl).

Esta secuencia forma parte de la inserción que en el gen

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) separa las dos zonas de homología

A y B a S' de la zona codificante (ver figura 3.33).

La secuencia "core" del "enhancer" del virus SV40 (GTGGAA�G

se localiza con tan sólo un cambio (en el 40 nucleótido en los

dos casos) en las regiones 5' tanto del gen zeína-II de 16 kD

(Z16, Zcl) (-298 GTGaAAAG -291) como del gen glutelina-2 de 28

kD (G2, Zc2) (-355 GTGtAAAG -348). Esta secuencia se ha descrito

también en otros genes de proteínas de reserva del maíz (Maier et

al., 1987). En el caso del gen glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2)
esta secuencia se encuentra localizada adyacente a dos secuencias
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repetidas invertidas que podrían dar lugar a una estructura

apareada (tlhairpin loop") (figura 3.37). Este hecho se describió

inicialmente en un gen de zeínas (f'1aier et al., 1987) y se

denominó "ze i n box '

o caja de zeínas. En el caso del gen zeína-II

de 16 kD (216, Zc1) no es tan evidente la posibilidad de que se

formen este tipo de estructuras, localizándose, por análisis de

las secuencias Lnver-t
í

das existentes y cálculo de las

estabilidades posibles que se describen en la figura 3.36.

El gen glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) presenta a 5' otras

secuencias invertidas repetidas que dan lugar a otras tres

posibles estructuras apareadas (tlhairpin loop"). La mayor, con

una longitud apareada de 47 nucleótidos y una estabilidad teórica

de -47 Kcal/mol la hemos denominado invertido cercano (-762 a-

718;; -713 a -666) (Lc, figura 3.36). Otras dos secuencias que

pueden aparearse se han denominado invertidos lejanos 1 y 2 (il1

y il2; figura 3.37) (posiciones ill : -1309 a -1297 y -1294 a-

1283; i12 : -1202 a -1190 y -1183 a -1170). Las estabilidades de

estas dos estructuras son menores, de -7.8 y -6.6 Kcal/mol

r-espect i vament.e , En la secuencia 5' del gen zeína-II de 16 kD

( Z 16, Zc1) no se han observado secuencias invertidas tan largas

ni que generen estructuras de estabilidad equivalente.

Toda la región a 5' de ambos genes es rica en los

nucleótidos A+T, pero hay una zona en cada uno de los genes en

que esta riqueza es muy alta. En el gen zeína-II de 16 kD (216,

Zc1) comprende 184 nucleótidos (-1015 a -831) con una riqueza del

84.7 %. En el gen glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) esta zona es de

120 nucleótidos (-969 a -850) con un 84 %. Dentro de esta última

se localiza una secuencia de 21 parejas AT. Estas dos zonas

alinean a lo largo de �4 nucleótidos que presentan un 80 % de

homología (zona e, figura 3.33). Dentro de estas regiones ricas

en A+T existen secuencias invertidas repetidas largas que pueden

generar estructuras apareadas de 15 a 22 nucleótidos y con

estabilidades entre -11.6 y -29.4 Kcal/mol.
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Figura 3.36 Localización de los elementos de secuencia
posiblemente implicados en la regulación de la ex�resión de
los genes zeina-II de 16 kD (ZI6, Zc1) y glutelina-2 de 28
kD (G2, Zc2).

� : señales de poliadenilación
ª inicio de transcripción, punto de protección 51
t. TATA box

f: CA-\T box
.!.... elemento "7-11-7"
� secuencia similar al "core" del "enhancer '

de 8V40
ic : invertido cercano

ª : zona rica en nucleótidos A+T
ill : invertido lejano 1
i12 : invertido lejano 2

A, � y º : zonas de homologia a 5' de los dos genes.
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l. inicio de transcripción

lcl -72 ttetCCACCACC -60

1c2 -76 ttetCCATCACC -64

2. "TATA box'

lel -103 agcTATAAATAAccg -89

le2 -107 ageTATAAATAAcge -93

3. "CAAT box I

Zel -138 tttCATCATaga -127

Ic2 -144 tggCATAASaac -133

4. "7-11-7"

lcl - inexistente
lc2 -339 CAACAAAaaaaaagceatATSTCAA -314 p268C
ld2 -211 GATSAAAccgataactaaATSTC6A -187 23 kDa "aiz

Zdl -210 CAACAAAgtaatcactaaAT6TCAA ·186 19 kDa

-582 AT6TAAAacggattcgatGA6TCAT -558 L"W

-307 AT6TAAAgttaataaggt6A6TCAT ·283 61utenin Trigo
-518 AT6TAAAaggaatttgacGA6TCAT -494 alB

-316 CT6TAAAgtgaataagat6A6TCAT -292 gliadin

5. 'Core" SV40

le! -298 STGtAAA6 -291

SV4(! 6T6GAAAG

Zc2 -355 6T6aAAA6 -348

6. "Hairpin loop" asociado al "corea de SV40

lel b. 37 bp
C-6
A-T

apar. 6/8
75 %

460 -2.(1 Kcalllol
T

T
6-C

C6LA T

-387 CTC6e GAAAA6CAA6 -285

A. 82 bp aparo 6/6
A-T lOO %
6-C �6° +4.0 Keal/lol

�ll
-391 SA6T�CAA -288
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c. 58 b
T-A
S-C
A-T
6-C
T-A

aparo 17/24
71 1

�6° -7.4 Keal/mol

T

A

(;-c
6-C
T-A
A C
A-T
T-A
A C
T-A
A-T

A-T
A A
6-C
T-A
A S
A A

C-S
-412 ST6TA-TTTC6T6AAA6CAASAS -285



Zc2

A Tapar. B/9
A C BB.8 �
A A Asa 2.2 Keal/lo!
A-T
A-T
c-s
A-A
s-c

:�Lc 6
-383 SGCeSAA TAAA6TA -346 A A

A-T
A-T
C-A

7. Secuencias invertidas T-A
S A

2c2. Invertido cercano (ie) A-T
T-A

aparo 38/49 C-S
78 � C A
.66° -47 Kcal/liol T-A

T G
C-S
T-A
C-S
A-T
A-T
A-T
T-A
T-A
A-T
s-c
e-s
A A
A-T
A-HC

T
C

s-e
s-c
T-A
T-A
S T

S-C
s-c
s-c
A C
A-T
A-T
s-c
e-s ¡

T-A
A-T
S-C
s-c
T-A

-769 TTACSTC-SSTSCAA -661

T
A C
T S
C T
S T

T-A
S-C
T-A
T-A
A C
T-A
A-T

!lATceAA6eAA�6TATT

Zdl

aparo 9/10
Zd2 A

T A aparo 4i7
C S
G G
G T
T T
6 G
A-T
T e
T-A
T T

!L�AATGSA� TAAASGT

Invertido lejano 1 (il1) T

aparo 11/12
92 �

66° -7.8 Kc:al/lol

Invertido lejano 2 lil2)

apar. 10/11
91 %

66a -6.6 Keal/lol

A S
T-A
S-C
S-C
A-T
A-T
G-e
T-A
A-T
T-A
T-A
A e

-1313 TATG-CTTC -1280

T A
A S
C C
T A
T T
A-T
A-T
T S
T-A
e-s
T-A
T-A
s-c
T-A
T-A

-1206 TGCC-GTCC -1167
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En las regiones 3' de ambos genes se localizan las

secuencias de poliadenilación, de las que describimos 3 por

homología a las secuencias consenso descritas en plantas
.

(Heidecker y Messing, 1986). En el gen zeína-II de 16 kD (Z16,

Zc1 ) se posicionan a 23, 141 y 164 nuc 1eótidos del final de la

región codificante (posiciones +572, +690 y +713

respectivamente ) • En el gen glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) lo

hacen a 84, 140 y 153 nucleótidos del final de la región

codificante (posiciones +743, +799 Y +812 respectivamente). Las

secuencias se detallan en las figuras 3.34 y 3.37. La segunda en

posición (AATGA_A.) es la que posiciona de modo análogo entre ambos

genes (ver figura 3.34).

Actualmente se han descrito una serie de secuencias que

interaccionan con factores proteicos implicados en la regulación

de la eA�resión de los genes. Para algunos de los factores

proteicos descritos se han podido determinar ya las secuencias

exactas de interacción, especialmente en bacterias, virus y

animales (revisión en Jones et al., 1988). A nivel de vegetales

no hay apenas información, con la excepción de secuencias de

interacción de la leghemoglobina de soja y de las lectinas. Se

intentaron localizar estas secuencias en las regiones 5' de los

dos genes en estudio. Las secuencias que se buscaron se detallan

en la tabla 3.5. Sobre el gen zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1) se

localiza sólo una secuencia de reconocimiento de AP1 (Lee et al.,

1987) en la posición -391 a -387 (ver figura 3.33, "p"). En la

secuencia del gen glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) se localizan dos

secuencias AP1 (Lee et al., 1987) en las posiciones -490 a -485 y

-185 a -181, y dos secuencias CREE (Montminy et al, 1986)en las

posiciones -262 a -255 (invertida) y -52 a -46 (directa). El

factor API se une al enhancer del virus SV40 , y el factor CREB

está implicado
adenovirus.

en la interacción con los promotores de
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3.8.5 CXY.1PARACION DE LAS SECUENCIAS DE LAS PROTEINAS y LOS GENES

Zc 1 y Zc2 CON OTR-\S PROTEIK-\S DE RESERVA DESCRITAS EN PLM'T.-\S

En los últimos años, debido al fuerte desarrollo de las

técnicas para det.erminar las secuencias de DNA se ha observado illl

aumento progresiyo de la cantidad de información almacenada en

los bancos de secuencias de DNA. A partir del estudio de estas

secuencias se han podido hipotetizar y en ocasiones verificar

relaciones eyoluti\'as, antes imposibles de determinar.

Uno de los problemas más importantes en investigación a

nivel molecular es determinar el grado de parentesco ent.re dos

secuencias de DNA. La localización de motivos determinados de ill18

secuencia dentro de otra o la determinación de la similitud entre

dos cualesquiera de ellas son problemas análogos al que

representa detectar una palabra en illl texto o señales en

presencia de ruido.

Una relación similar seria la comparación de dos secuencias

de igual longitud. En este caso se puede determinar la similitud

comprobando, nucleótido a nucleótido, si se corresponden los

motivos. Frecuentemente la realidad es más complicada y supone

obtener alineaciones óptimas entre secuencias de longitudes

diversas. Para transformar ill18 secuencia en otra cabe suponer que

la segunda deriva de la primera a partir de un conjunto de

inserciones y delecciones. Nucleótidos que faltan en illla

secuencia son simultáneamente nucleótidos de más en la otra. Por

este motivo algunos autores (Collins y Coulson, 1987) se refieren

al mecanismo como "indel", que incluye ambos procesos.

El problema se reduce, pues, a obtener una serie determinada
•

de "indels" que posibiliten el alineamiento entre dos secuencias.

El patrón finalmente obtenido deberá ser óptimo, es decir, el que

incluya el menor número posible de "indels" para poder alinear

las secuencias. Paralelamente será necesario penalizar
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adecuadamente la aparición de
..

indels" para obtener un valor que

nos represente la homología, la distancia evolutiva o el índice

de similitud entre las dos secuencias. Asimismo, sera necesario
t

que la distancia evo l.ut iva calculada se ajuste a los axí omas de

una métrica (ver Cuadras, 1981) con el fin de obtener,

posteriormente, relaciones amplias entre muchas secuencias�·

poder realizar análisis de "cluster" :-- construir dendogramas ,

Con objeto de medir la similaridad entre secuencias tanto de

D�.-\ como de proteínas LI. tvlontoliu (C. I . D., C. S. I . e .) programó en

lenguaje BASIC un algoritmo descrito por P.H. Sellers (Sellers,

1974). Dicho autor define el concepto de distancia evolutiva

entre secuencias como el menor número de mutaciones (los "indels"

antes citados) por las cuales dos secuencias se pueden hacer

equivalentes. Demuestra que esta definición se ajusta a los

axiomas de una métrica, LncIuvendo la desigualdad triangular. El

pr-ogr-ama CCr.-IPAR>', en lenguaje BASIC versión G\\�ASIC versión 3.2

y posteriormente compilado con IBl"t-PC Basic Compiler versión 2.0.

La ultrametrización de las distancias calculadas se realizó

mediante un aLgor i tmo tJml� ("Unweighted Pair Group Method Us ing

Ar i thmet.ic Aver-ages "] (SokaI y Michener, 1958) (para descripción

ver Cuadras, 1981 ) contenido en el gr'upo de programas LI\\\-I

escritos en lenguaje FORTR�� de Microsoft versión 4.0 cedidos por

el Dr. J. Lleonart del Instituto de Ciencias del Mar del C.S.r.c.

Los dendrogramas se realizaron mediante el programa DEhnD3

escri to en FORTRA� de Microsoft versión 4. O con las rutinas

gráficas del paquete PLOT88 cedido por B. Campos, del Instituto

de Ciencias del �ar del C.S.I.C.

Las secuencias que se compararon se listan en la tabla 3.5.

Se trata de una colección de las secuencias de DNA que se han

publicado de las proteínas de reserva del maíz, de alguna

secuencia de gliadinas (Okita, 1984), del inhibidor de tripsina
de la cebada (Odani et al, 1983), dos inhibidores de alfa amilasa

del trigo (Richardson, 1981; Maeda et al., 1985), de la subunidad
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pequeña y grande de la proteína de almacenamiento del ricino

(Ricinus cornmunis) (Sharieff y Li, 1982), de una glutenina de

alto peso molecular (Forde et al., 1985) y de una napina 1.7 S de

nabo (Brassica napus) (Ericsson et al., 1986).

El dendograma de la comparación
la figura

de

3.3i.

estas proteínas se

Se analiza en laencuentra representado
discusión.

en
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GENES y cDNAs AISLADOS DE PROTEINAS DE RESERVA DE "AIZ

ta.aiio

tipo cDNA/gen c6digo variedad zona 5' codificante zona 5' Referencias
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

la cDNA 1 Okz-l 1122 21 453 (1511 96 570 Kirihara et al (1988)

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

lb cONA cllSA3 1164A 154 543 (18V 148 849 "arks et al. (1985)

gen gllSa Bl."x. S 233 543 (181) 464 1240 Bastan y Larkins (1986)

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Ze cl eDNA p"E177 EI0 (h) 65 552 (184) 194 811 S. Prat (1986)

gen pZ3 1164A 1709 552 (184) 2072 3862 ". Reina (no publicado)

c2 cONA p"E119 EI0 (h) 11 672 (226) 153 836 Pr at et al. (1985)

cONA p"E125 EI0 (h) 67 480 547i Pr at et al. (1985)
cONA p"E792 EI0 (h) 512 i 187 699i Prat et al. ( 1985)

cDNA RSP 1164A 672 (226) 161 833 N. DiFonzo (COI. pers.)
gen p22.3 1i64A 555 672 (226) 590 1817 Boronat et al. (1987)

gen p268C 1164A 1238 672 (226) 594 2975 ". Reina (no publicado)

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Zd di cONA cZI9A2 1164A 693 81 774i "arks et al. (19851
cONA cll9Bl 1i64A 57 70S (235) 88 850 "arks et al . (1985)
cONA e l19Cl N64A 41 717 (239) 101 859 "arks et al. (985)
cONA cl19C2 1164A 46 717 (239) 81 844 "arks et a!. (1985)
cONA cl1901 1164A 35 723 (241) 91 849 !larks et al. (1985)
cDNA A20 IHP 111 723 (2411 91 849 Ser aght y et al. (1982)
cONA A3(1 IHP 2 705 (235) 87 794 Geraghty et al.(1982)

gen ze19 N64A 918 705 (235) 516 2139

gen z4 1122 458 804 (268) 102 1364 Hu et al. (1982)

gen gz19ABl 81. !Ix. S 945 708 (236) 1285 2938 Peder sen et al. (1982)

gen p"S2 A619 (h) 1094 702 (234) 898 2694 Langridge et al. (1985)

gen p"SI A619 (hl 1554 1554 Langridge et al. (1985)

gen ABl1 N64A 2388 705 (235) 298 3391 Kriz et al. (1987)

d2 cDNA cZ22Al 1164A 67 792 (263) 38 897 "arks y Larkins (1982)
cONA cl22Bl N64A 13 801 (2671 77 891 "arks y Larkins (1982)
cDNA c2221:2 W64A 7B7 153 940i "ar�5 et al, (J 985)
cDNA B49 IHP 370 i 97 467i Geraght y et al. (1982)
cDNA pe"1 N64A 59 801 (267) 83 943 Elbo Data Lib.

gen lAl 1164A 217 798 (265) 203 1218 Elbo Data Li b.

gen pllLl A619 1175 128 i 1303i Langridge y Feix (1983)

gen l7 1122 444 801 (267) 342 1587 Kridl et al. (1984)

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Tabla 3.5 : Clones genom1cos y cDNA codificantes para proteínas
de reserva aislados en el maíz
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Figura 3.37 : Dendrograma de clasificación de las proteínas de

reserva conocidas del maíz, así como de otras de cebada

(inhibidor de tripsina), de trigo (inhibidores de alfa

ami lasas, gliadina y glutenina de alto peso molecular), de

ricino (dos subunidades de proteínas de reserva 2S) y de

nabo (napina 1. 7S) , mediante la determinación de la

distancia evolutiva entre ellas tal como se describe en el

texto.
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Actualmente empiezan a ser dilucidados algunos de los

mecanismos que regulan la expresión de los genes en unos pocos

sistemas animales. El estudio de los sistemas vegetales, tal y
como ya se ha descrito (ver introducción) está considerablemente

retrasado respecto a los anteriores debido, fundamentalmente, a

que el número de genes clonados, y el de sistemas en estudio es

mucho más reducido.

La primera etapa. para entender los mecanismos implicados en

la regulación de un proceso biológico es la determinación de sus

elementos, de su estructura e interrelaciones. En el modelo que

se estudia en esta Tesis, las proteínas de rese�� del maíz, era

necesario conocer los diferentes genes estructurales que

codifican para los polipéptidos analizados.

A pesar de que el concepto de pr'ot.e ína _� de reserva estaba

claramente definido (ver ap. 1.2) sólo se consideraban proteínas

de reserva en el maíz a los polipéptidos que hemos denominado

zeínas clásicas (ap. 1.4.2.4.1). Atendiendo a la definición de

las proteínas de reserva dada por Messing (Messing, 1987:

"aquellas proteínas hidrofóbicas que se expresan coordinadamente

durante el desarrollo del endospermo, se acumulan en el interior

del cuerpo proteico y, predominantemente, están compuestas por

prolina y aminoácidos nitrogenados") se han de considerar como

proteínas de reserva todas aquellas que se acumulan en el

interior del cuerpo proteico.

El aislamiento de los cuerpos proteicos del endospermo del

maíz por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y el

análisis de sus componentes proteicos por electroforesis en

poliacrilamida-SDS (R. farias, comunicación personal) revela que

está compuesto por 6 componentes mayoritarios de peso molecular

aparente 28, 22-21, 19, 16, 15 y 10 kD.

Una de las proteínas objeto de esta Tesis, la clásicamente
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denominada glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) (ap. 1.4.2.4.2) no fue

considerada como proteína de reserva hasta hace unos años a pesar

de que Vitale y col. (Vitale et al., 1982) ya describieron que la
•

proteína glutelina-2 se encontraba asociada con los cuerpos

proteicos. Ludevid y col. (Ludevid et al., 1984) demostraron,

empleando técnicas de inmunocitoquímica en microscopía

electrónica, la presencia de la proteína de 28 kD (G2, Zc2) en la

zona periférica interior del cuerpo proteico. La secuencia

aminoacídica de la proteína, deducida a partir de un clon cDNA,

pME119 , descrito en el laboratorio por Prat y col. (Prat et al.,

1985) corresponde a una proteína de reserva característica de

monocotiledóneas.

La primera clasificación de las proteínas de reserva se

basaba en las propiedades de solubilidad (Osborne y Mandel, 1914;

Landry y Moureaux, 1980) y se ha revelado confusa y

contradictoria. Si se combinan las propiedades de extracción con

la movilidad electroforética en geles de poliacrilamida-SDS se

obtiene una clasificación (Messing, 1983) que, apropiada para el

estudio de las proteínas, no informa. de las posibles relaciones

de homología entre los elementos de un mismo o diferente grupo.

Las dos proteínas cuyos genes son objeto de estudio en esta

Tesis, glutelina-2 de 28 kD y zeína-II de 14 kD, no se habían

considerado nunca relacionadas. Una de ellas se obtenía en el

proceso de fraccionamiento en la fracción zeínas-II y la otra en

la fracción glutelinas-2.

En la preparación de anticuerpos
proteína glutelina-2 de 28 kD (G2,

policlonales contra la

Zc2) ya se detectó en el

laboratorio la existencia de una reacción cruzada contra la

proteína zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1) (Ludevid et al., 1984),

suponiendo la presencia de determinantes antigénicos comunes. El

aislamiento de los clones cDNA pMEl19 y pME177 (Prat et al.,

1985; Prat, 1986) se realizó empleando como sonda estos
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arrt icuerpos , Cuando se comparan las secuencias aminoacídicas de

ambas proteínas deducidas de los clones cDNA se observa una

considerable relación entre ellas. Se ha poat.ul.ado (Prat, 1986)

que ambas proteínas formarían parte de una familia multigénica en

el maíz, probablemente pequeña, cuyos genes se habrían formado a

partir de unos genes ancestrales (Kriz et al., 1985; Reeck y

Hedgcoth, 1985) ¡x:>r adición de secuencias repetitivas

flanqueantes y por- la acción de mecanismos mutacionales tales

como los elementos transponibles. Las mutaciones puntuales pueden
oscurecer los efectos de tales fenómenos sobre las secuencias

nucleotídicas. Las diferencias entre los pesos moleculares

aparentes de las dos proteínas son debidas probablemente a la

existencia de regiones repetidas ricas en prolina en la

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2).

Estas proteínas no presentan homología de secuencia con las

zeínas clásicas, pero sí lo hacen con otras proteínas de reserva

de plantas como por ejemplo las a, 13 y -gliadinas y las

secalinas (Prat, 1986).

En muchos aspectos la estructura de los mRNAs de las

proteínas glutelina-2 de 28 (G2, Zc2) y zeína-II de 16 kD (216,

Zc1) se parecen más a los mensajeros de las prolaminas de los

demás cereales que a las zeínas. La riqueza en los nucleótidos

G+C de estos mensajeros (ver figura 3.35), la longitud de la

región 3' no codificante, así como la distribución de las señales

de poliadenilación en esta región es más parecida a la observada

en los clones cDNA de gliadinas y hordeínas que en los de las

zeínas (Kasarda et al., 1984a; Rafalski et al., 1984; Kreis et

al., 1985b; Forde et al., 1985c). Al mismo tiempo la localización

en el extremo N-terminal de las regiones repetidas de la proteína
I

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) es característica de la mayor

parte de las prolaminas ricas en azufre de trigo, cebada y

centeno. Las regiones repetidas de las zeínas, en cambio, se

encuentran situadas en la parte central de la molécula (Viotti et
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al., 1985).

Kreis y �ol. (Kreis et al., 1985b) han descrito tres

regiones de homología en el dominio e-terminal de las prolaminas

ricas en azufre de trigo, cebada y centeno. Cuando se comparan

las secuencias de aminoácidos de la glutelina-2 de 28 kD (G2,

Zc2) y de la zeína-II de 16 kD (216, Zc1) con gliadinas y

hordeínas se observan regiones idénticas a las descritas por

estos autores. Estas regiones están centradas en torno a residuos

cisteina (región A), � (región B) y M: (región e), y

curiosamente se observan en la proteína zeína-II de 15 kD (Z15,

Zb) descrita por Marks y col. (Marks et al., 1985a; 1985b).

Asimismo se han encontrado regiones de secuencia homóloga en

las regiones conservadas A, B y e en otras proteínas de la

semilla, tales como los inhibidores de tripsina y de alfa

amilasas de cerales (Odani et al., 1983) y las globulinas 28 de

dicotiledoneas (Sharief y Li, 1982; Crouch et al., 1983) (figura

4.1) •

Figura 4.i: Esquema comparativo de la estructura de las a / B
gliadinas, , - gliadinas, B-hordeínas, r - secalinas y de
las proteínas glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y zeina-II de
16 kD (216, Zc1). Las secuencias se han manerado de acuerdo
con los autores originales. Tomado de Prat (1986).
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Todas estas relaciones se destacan en el dendograma de la

figura 3.37. De éste podríamos resaltar

1. Las proteínas consideradas como zeínas clásicas se

agrupan en dos grandes grupos. El primero de ellos, el

menor, comprende aquellas proteínas de entre 242 y 245 AA,

que denominamos Zd2. El segundo grupo, bastante mayor y

heterogéneo, comprende a la mayor par-te de las secuencias

descritas con tamaños entre 213 y 217 AA a las que hemos

agrupado bajo la denominación Zd1.

2. El resto de las secuencias descritas en el maíz se

localizan en un grupo heterogéneo que comprende tanto a

aquellas de peso molecular aparente de 10 KDa., que

denominamos zeínas-a (Za.) como a las descritas por Larkins

como zeínas ricas en aminoácidos azufrados , que denominamos

zeínas-b (Zb), y a las dos proteínas cuyos genes se estudian

en este trabajo, que denominamos zeínas-c (Zc).

3. Las secuencias de proteínas no de maíz que se han

compu-ado se localizan en este grupo heterogéneo, aunque los

valores de distancia evolutiva son elevados. Es de destacar,

sin embargo, que las zeínas a, b y c estén más próximas a

secuencias proteicas como las de los inhibidores de alfa

amilasa de trigo o de tripsina. de cebada, o incluso a las

subunidades de proteínas de reserva del nabo o del ricino

que a las otras proteínas de reserva del maíz, Zd.1 y Zd2.

Estructura del gen cocli ficante pu-a

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2)

En el laboratorio se aisló un fragmento del genana de maíz

de la variedad W64A, clon genémico ZG1 y se secuenció una parte,

plásmido p22. 3 (Boronat et al., 1987) que contenía el gen
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correspondiente a la glutelina-2

simul táneamente a la primera e'tapa del

de 28 kD del maíz,

trabajo descrito en esta

Tesis. Comparando la secuencia del clon genánico con la ya

conocida del clon cDNA de la variedad doble híbrida E10 pME119

(Prat et al., 1985) se observaron tan sólo tres cambios puntuales
en el interior de la región codificante (posiciones +31, +393 y

+582) que no producen cambio alguno en la secuencia de la

proteína.

Los aislamientos que se han realizado de clones genómicos de

la variedad W64A (ap. 3.1) codificantes para una glutelina-2 de

28 kD (#268, #289 y #302), figuras 3.13 y 3.14) presentan el

mismo patrón de restricción que el descrito ZGl (figura 3.16)

(Boronat et al., 1987; Gallardo et al., 1988). La secuencia

establecida del inserto del plásmido p268C, de 2975 nucleótidos,

muestra una identidad completa con la secuencia del plásmido

p22.3 (figura 3.32). Este resultado viene a apoJ�r la conclusión

obtenida de los experimentos de reconstitución génica (ap. 3.6)

por 108 cuales el número de genes de glutelina-2 por ¡enoma

haploide es de uno: siempre que se ha aislado el gen de la

variedad W64A la secuencia obtenida ha sido la misma.

La región secuenciada del entorno genómico del gen de

glutelina-2 tienen una longitud de 2975 residuos, de los cuales

1709 corresponden a la región flanqueante a 5'. Del total de

residuos, 660 son de la región codificante y 606 corresponden a

la zona 3' flanqueante. El clon genómico previamente aislado en

el laboratorio, ZG1, presentaba una región flanqueante 5' más

corta (595 nucleótidos). La media de las zonas flanqueantes a 5'

de las secuencias genómicas descritas en la bibliografía, por

ejemplo de las secuencias genómicas referenciadas en la tabla

3.5, es de 941 residuds, con mínimos de 217 en el clon ZA1 y

máximos de 2388 en el clon genómico ZAB11 (Kriz et al., 1987). Es

en una zona entre 0.2 y 1.5 kb hacia 5' donde se han descrito la

presencia de los promotores en este tipo de genes (Langridge y
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Feix, 1983).

Un resultado sorprendente, y preocupante, es el hecho de
•

haber aislado 22 de 27 bacteriófagos que presentaban señal

positiva a la sonda pME119 con señales de haber sufrido un

proceso de recombinación que afecta al inserto y al brazo derecho

del vector (ap. 3.1.1.3 y 3.1.1.2, figuras 3.3 a 3.10). Estos

bacteriófagos se obtuvieron de una genoteca construida sobre una

cepa de E. coli de genotipo rec A-, empleando un vector, lambda

Charon-35, especialmente diseñado para poder crecer sobre cepas

recA- a fin de reducir la probabilidad de recombinación de las

secuencias de DNA clonadas. En el maíz hay una gran cantidad de

DNA repetitivo, como es característico del genoma de muchas

plantas, y es importante tomar este tipo de precauciones.

Se obse�� que la recombinación descrita se produce siempre

que la región 5' del gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) se

encuentra orientada hacia el brazo derecho del vector, y a una

distancia corta. Por el tamaño medio de los insertos y el que se

seleccionó en la construcción de la genoteca podríamos estimar

esta distancia entre pocos nucleótidos y 2 kbp. Es de resal tar el

aislamiento #302, que presenta la orientación que hemos descrito

como
' sensible a la recOOlbinación' pero en el que la región 5'

del gen de glutelina-2 dista aproximadamente 7 kbp del brazo

derecho del vector. En este caso el inserto no presenta
evidencÍas de haber recombinado.

Se han descrito elementos de secuencia dentro del

bacteriófago lambda que activan la reoambinación (Murray, 1983).
Mutantes que afectan a estas secuencias (Chi+) se aislaron como

placas grandes a partir de bacteriófagos que tenían deleccionados

los genes red y gam (Henderson y Weil, 1975). Las secuencias Chi

estimulan la recanbinacián por el sistema recBC del huésped. Se

ha descri to que estas secuencias causan recoebínací.ón sobre una

región de algunas kilobases situadas asimétricamente a su
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alrededor (Hendrix, 1983). Se ha descrito \.D'l8. secuencia consenso

para las secuencias Chi como GCroGTGG (Smith, 1983). Mutaciones

que crean o inactivan los punto Chi son cambios de un único

nucleótido del octámero (Schultz et al., 1981). Una búsqueda de

estas secuencias sobre la región 5' conocida del gen da como

resul tado la ausencia de secuencias hanólogas. No es de

descartar, sin embargo, que pudiera presentarse en la zona 5' no

secuenciada éste u otro motivo que fuera el responsable de la

recanbinación observada. Es de destacar que este fenémeno que

hemos observado presenta \.D'l8. orientación específica, se produce
únicamente en una orientación del inserto, tal Y como se ha

descri to para las secuencias Chi las cuales, curiosamente,

activan la recombinación dependiendo de su correcta orientación

respecto a las secuencias cos del bacteriófago (Faulds et al.,

1979) •

Profundizando en las propiedades que confiere el genotipo
Chi+ a un bacteriófago que como los recombinantes en el caso de

lambda Charon-35 (figura 2.2 y tabla 2.2) (Loenen y Blattner,

1983) tienen un fenotipo red- ganr, les pennite resolver con

mayor eficiencia la encapsidación de los dímeros formados en el

proceso de replicación por la vía "theta". El aumento de la

eficiencia, muy disminuida en estos bacteriófagos por no ser

posible la transición de la vía "theta" de replicación a la vía

denominada de "círculos rodantes", en el empaquetamiento podría
ser la responsable de que, en la amplificación de la genoteca, en

placas de cultivo , así como en el crecimiento en medio líquido

previo a la purificación del DNA de la genoteca (ap. 3.3.1) la

población de bacteriófagos recombinados creciera diferencialmente

respecto a los demás, generándose la amplificación específica de

las secuencias homólogas al clon cDNA p"IE119 en la genoteca. Esta
¡

posible explicación de la amplificación diferencial es puramente

hipotética dado que no se dispone de confirmación experimental

alguna. La secuenciación de las zonas comprendidas entre la diana

EcoRI a 5' del gen y la diana HindIII anómala sobre el brazo
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derecho del vector (figura 3. 11 ), así como estudios genéticos y

de eficiencia en el empaquetamiento del bacteriófago 'in vivo'

podr-ían aclarar las causas.

La. genoteca antes citada (figura 1.6) ha sido repetidamente

empleada en el laboratorio para el aislamiento de clones

genámicos homólogos tanto a clones cDNA de expresión específica

en ciertos tejidos de la planta del maíz (por ej. Stieffel,

1988) , que no han podido ser aislados, como a clones

correspondientes a tubulinas del maíz y a histonas que sí han

sido localizados. En ningún caso se han observado indicios de

fenómenos de recombinación que afectaran a inserto o a vector.

La gran homología entre la secuencia de los clones pME117 y

pME119 (figura 3.17) combinada con la amplificación diferencial

de las secuencias homólogas al segundo hacían casi imposible el

aislamiento de los clones genómicos correspondientes al clon

pME17i. Cuando en el laboratorio Prat (Prat, 1986) consiguió el

aislamiento de un clon cDNA completo homólogo y determina su

secuencia ya se dispone de un fragmento de secuencia,

correspondiente a la región 5' del cDNA (N-terminal) donde la

divergencia es muy superior. El uso de esta sonda nos permitió

diferenciar, en hibridaciones de elevada severidad, entre las dos

secuencias. De este modo se pudo abordar el estudio a nivel de

organizacián genómica.

Desde hace unos años diversos autores han demostrado la

existencia de fenómenos de amplificación de genes concretos o de

zonas especificas de genoma, aparentemente relacionados con

aspectos de expresión génica, funcionalidad estructural, etc •••

(Borst, 1984). En el corion de Drosophila se produce
amplificacián específica de los genes de las proteinas del corion

durante la oogénesis (Spardling y Mahowald, 1980). De la misma.

forma, la fonnación de un macronúcleo en los ciliados implica una

amplificación selectiva de parte del repertorio genético presente
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en el micronúcleo (Stark y Wahl, 1984).

En plantas se ha descrito una amplificacián del DNA de los

núcleos del endospermo en el maíz entre los dias 10 y 18 después
de la polinización (ap. 1.2) (Kowles y Phillips, 1985), aunque no

hay datos que apoyen la existencia de procesos de amplificación
específica o diferencial de un gen o grupo de genes (Kowles y

Phillips, 1988).

A partir del estudio de las intensidades relativas de las

bandas de hibridación genámicas homólogas a pME177 y ¡tm119 en

restricciones HindIII, EcoRI y BamHI de DNA de endospermo y de

embrión (figura 3.19) se observa la ausencia de amplificación

específica para estas secuencias. Esto coincide, referido a

pME119, con los resultados obtenidos en el laboratorio por

Gallardo y col. (Gallardo, 1986; Gallardo et al., 1988). A pesar

de que en el endospermo la tasa de síntesis es muy elevada e

inexistente en el embrión (Sánchez-Martínez et al., 1987) los

resultados obtenidos en este trabajo descartan la existencia de

amplificación génica específica asociada a la expresión tanto de

los genes de glutelina-2 de 28 kD (G2, 202) y de zeina-II de 16

kD (ZI6, 201). Estos resultados coinciden con los descritos por

otros autores así como con los referidos a zeínas homólogas a los

clones cDNA A20 y B49 (Geraghty et al., 1982) descritos por

Gallardo (Gallardo, 1986).

otro fenómeno que se ha descrito asociado a la transcripción

de genes en momentos determinados del desarrollo es la

transposición de secuencias específicas. Un ejemplo de este tipo

ha sido descrito en el parásito unicelular TryPanosoma brucei en

el cual la activación de ciertos genes codificantes de proteínas
t

de superficie implica una transposición duplicativa de los mismos

hacia un lugar concreto de expresión (De Lange et al, 1983). Del

mismo modo, el tipo de apareamiento en levaduras viene

determinado por fenómenos de reorganización de los genes
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implicados (Nasmyth, 1983). Los resultados coincidentes para las

restricciones BarnHI y HindIII de DNA genómico de la variedad W64A

en endospermo y embrión (figura 3.17) indican que tampoco parecen

existir fenómenos de reorganización genómica que afecten a las

secuencias homólogas al clon pMEl19 en coincidencia con lo

descrito por Gallardo (Gallardo, 1986) yal clon pME177. Sin

embargo, hay tma diferencia entre ambos tejidos a nivel de la

restricción EcoRI. Así, una banda intensa de 13 kbp presente en

el DNA de endospermo está ausente en el DNA de embrión, mientras

que, por
. el contrario, en éste aparece una banda de 5.8 kbp no

detectada en el endospermo. En el clon genómi.co ZG1 (Boronat et

al., 1987) el inserto EcoRI-EcoRI era de aproximadamente 12 kbp

(figura 3.2) y el gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) se

encuentra en el interior de un fragmento EcoRI-EcoRI de 5.8 kbp.
Una posible interpretación que podría ex�licar la presencia de

bandas de hibridación diferentes

de endosperrno y de embrión con

en las digestiones de los DNAs

el enzima EcoRI sería la

existencia de una metilación diferencial en ambos tejidos, la

cual afectaría de forma concreta a la diana de restricción de

dicho enzima. Esta interpretación se apoyaría en tres argumentos.

En primer lugar la activiciad de la endonuc1easa EcoRI resulta

inhibida cuando la citosina presente en la diana de restricción

GAATTC se encuentra en forma de 5-metilcitosina (tabla 2.6)

(Kessler et al., 1985). En segundo lugar se conoce que en el maíz

una relativamente elevada proporción de las citosinas (26%) se

encuentran metiladas, principalmente las implicadas en los

dinucleótidos GC y en los trinucleótidos CXG (Shapiro, 1976;
Gruenbaum et al. , 1981) • En tercer lugar se ha descri to

(Gallardo, 1986; Gallardo et al., 1988) que el patrón de

metilación del DNA de endospermo es considerablemente distinto al

encontrado en el embrión.

Estos datos parecen señalar la existencia en el genoma del

maíz de una diana EcoRI adyacente a un gen de glutelina-2
metilada a nivel de la ci tosina en el DNA del endosperrno,
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estando, por el contrario, demetilada en embrión. Dicha diana,
localizada en el interior el fragmento EcoRI-EcoRI de 13 kbp
detectado en la hibridación de DNA de endospermo digerido con

EcoRI (figura 3.17), podría ser digerida en embrión en caso de

que ésta estuviera demetilada, con lo que debería observarse una

banda de tamaño menor que correspondería a la de 5.8 kbp. Esto se

ha confirmado (Gallardo et al., 1988) mediante determinación en

DNA genémico de endospermo y embrión de los fragmentos de

restricción HindIII-EcoRI homólogos a pMEl19. La diana metilada

en endospermo se sitúa a 3' del gen de glutelina-2 de 28 kD (G2,

Zc2). Estos hechos permiten descartar otra de las hipótesis

propuestas por Gallardo (Gallardo, 1986) para explicar esos

resultados, consistente en un fenómeno de microrreorganización en

torno a la diana EcoRI y que no afectaría al tamaño de los

fragmentos de restricción genómicos HindIII y BamHI.

Es importante puntualizar dos cosas respecto al aislamiento

del bacteriófago ZG1 y la obtención del plásmido p22 que contiene

el fragmento EcoRI de 5.8 kbp que incluye el gen de glutelina-2

de 28 kD (G2, Zc2) (figura 3.2) (Boronat et al., 1987). En primer

lugar la genoteca de la que se obtuvo el aislamiento fue

realizada a partir de DNA de grano de maíz de la variedad W64A,

incluyendo, por lo tanto, tanto DNA de endospenno como de

embrión. En segundo lugar, una vez obtenidos los bacteriófagos

recombinantes las posibles metilaciones presentes en los insertos

genómicos se perderían en el proceso de replicación en E. coli.

Sobre el papel que tiene la metilación en la regulación de

la expresión génica, descrita como un elemento represor de ésta

(Cooper, 1983; Doefler, 1983; Bird, 1984), no hay acuerdo. En la

actualidad se han descrito resultados contradictorios. Así se

pueden citar resultados'de Nick y col. (Nick et al., 1986) en los

que se describe una total ausencia de metilación en secuencias

potencialmente metilables que se encuentran próximas al gen de la

alcohol deshidrogenasa en tejidos de hoja de maíz. Según estos
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autores, dado que en estos tejidos no se expresa el gen de la

alcohol deshidrogenasa, ello indicaría que la metilación no está

implicada en la represión de su expresión.
f

Una propiedad significativa de todas las proteínas de

reserva descritas es el hecho de formar familias multigénicas

(Wilson, 1983). Además, estas familias de proteínas son

sintetizadas coordinadamente durante el desarrollo de la semilla.

La elevada microheterogeneidad observada en las fracciones de

zeínas-I de alto peso molecular por electroforesis

bidimensionales en poliacrilamida-SDS (Righetti et al., 1977j

Hagen y Rubenstein, 1980j Hurkmann et al., 1981) se ha podido

comprobar que es debido a la existencia en el maíz de un elevado

número de genes que oscila, según los autores, entre 30 y 100 por

genoma haploide (Viotti et aL, 1979j Wienand y Feix, 1980; Hagen

y Rubenstein, 1981j Burr y Burr, 1982j Pedersen et al., 1982j

Viotti et al., 1982). Sin embargo no todas las secuencias que

codifican para estas zeínas representan genes activos. Algunos de

los genes descritos presentan una corta pauta de lectura abierta

debido a un codón de terminación próximo al lugar de inicio de la

traducción y por ello han sido interpretados como pseudogenes

(Spena et al., 1983j Kridl et al., 1984).

En contraste con las anteriores, las zeínas clásicas de bajo

peso molecular, así como la glutelina-2 se ha observado que están

representadas cada una de ellas por polipéptidos de un único

punto isoeléctrico (Hurkman et al., 1981; Marks et al., 1985a).

Resultados recientes de Kirihara y col. (Kirihara et al., 1988)

describen que la zeína-II de 10 kD (Z10, Za) purificada presenta,
en geles de isoelectroenfoque, diferentes bandas, si bien se

desconoce en la actualidad si se trata de diferentes formas de la

proteína o bien de artefactos de la purificación. Asimismo, estos

autores describen microheterogeneidad en la secuencia N-terminal

de esta zeína, pero esto no se ha podido confinuar con el

aislamiento de diferentes clones cDNA. Todos los clones
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secuenciados corresponden a la misma secuencia. La

microheterogeneidad observada se explica por variaciones

alélicas. El número de copias del gen por genoma haploide se ha

estimado por técnicas de reconstrucción génica entre 1 y 2.

Pedersen y col. (Pedersen et al., 1986) han descri to que en

el genoma haploide del maíz sólo se encuentran 1 a 2 copias de

secuencias homólogas al clon cDNA codificante para la zeína-II de

15 kD (Z15, Zb) que aislaron Marks y col. (Marks et al., 1985a).

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Gallardo, 1986;
Boronat et al., 1987; Gallardo et al., 1988) indican la presencia
de 1 a 3 copias por genoma haploide de secuencias homólogas al

clon cDNA pMEl19. Este intervalo se debe a la precisión con la

que es posible medir las cantidades de DNA genómico y estimar la

Iong i too total del genoma del maíz. Cuando se extreman las

precauciones en la determinación exacta de la cantidad de DNA,

tanto deloDNA genómico como del DNA del plásmido que se emplea
como referencia en el experimento de reconstrucción génica, se

pueden ajustar más las estimaciones. Los resultados que se

describen en el ap, 3.6.2 ( figura 3. 30) parecen indicar que el

núemro de copias de este gen en la variedad W64A es de 1 por

genoma haploide. Sin embargo, en otras variedades como por

ejemplo W22 (Frem Das y Messing, 1987) el número es de 2 por

genoma haploide. Estos dos genes se han aislado, localizándose en

un fragmento Eco RI de 12 kbp duplicado en tándem y son

virtualmente idénticos, con una única diferencia en la zona 5'

que se ha analizado por uuna longitud. de 2800 nucleótidos, una

inserción del dinucleótido TA en la posición -860 en una zona

rica en A+T. Una diferencia notable es la presencia de una

inserción de 1.8 kbp a 980 bp a 3' del codón de pasro del segundo
¡

gen del tándem. Esta inserción presenta las caracterísi teas de un

elemento transponible como una secuencia de inserción duplicada

en los extremos y la presencia de secuencias repetidas en la

secuencia (Walbot y Messing, 1987) • Empleando sondas

discusión 331



oligonucleotídicas se ha podido comprobar que en los endospermos

de las variedades W22 y W23 es el segundo gen el que presenta una

actividad superior (Prem Das y Nessing, 1987).
I

En el laboratorio Prat y col. (Prat et al., 1985; Prat,

1986) aislaron varios clones cDNA codificantes para esta

proteína, en la variedad doble híbrida E10. Estos clones se

podrían agrupar- en tres grupos, con pequeñas diferencias entre

ellos (ver fig. 3.32). Las diferencias, a nivel nucleotídico no

producen cambios en la secuencia de aminoácidos, con una única

excepción en la posición +449 (referido a la región codificante)

del clon cDNA pME792 que produce el cambio de serina por alanina.

Estas diferencias podrían reflejar tanto polimorfismo alélico

como la presencia de más de un gen en esta ��iedad (E10). Es de

resaltar que una de las secuencias descrita por Prat y col. (Prat

et al., 1985) en la variedad E10 es completamente idéntica a la

descrita como clon ZM15 por Wang y Esen (Wang y Esen, 1986) en la

variedad híbrida SSA 419.

El número de copias de secuencias homólogas al clon cDNA

pME17i se ha establecido en 1 (ap. 3.6, figura 3.30), en

coincidencia con lo obse��o con las secuencias homólogas al

clon cDNA pME119. Hay que destacar que las diferentes secuencias

de clones cDNA homólogos a éste han sido siempre idénticas (Prat,

1986) •

A partir de lo anteriormente descrito se podrían clasificar

los genes de zeínas, entendiendo COlOO tales a las proteínas de

reserva del maíz y por tanto incluyendo a la glutelina-2 de 28 kD

(G2, Zc2), en dos grupos diferentes según formaran parte o no de

familias multigénicas. En el primer grupo se localizarían los

genes que codifican para las zeínas clásicas de alto peso

molecular, las denominadas Z22-21 (Zd2) y Z19 (Zd1). En el

segundo grupo se localizarían las zeínas de bajo peso molecular:

Z16 (Zc1), Z15 (Zb) y Z10 (Za) así como la glutelina-2 de 28 kD
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(G2, Zc2).

oligogénicas.

codificadas por genes únicos o por familias

A pesar de que no es posible presentar un modelo de

distribución genómica concreto para los genes de glutelina-2 de

28 kD (G2, Zc2) y para los de zeínas-II de 16 kD (Z16, Zc1) en la

variedad W64A, si se pueden establecer ciertas conclusiones sobre

su posible organización en el ¡enoma. El gen de glutelina-2 de 28

kD (G2, Zc2) se encontraría incluido en un fragmento de

restricción de 5.8 kbp para EcoRI y de 3.1 kbp para HindIII. En

el caso del gen de zeínas-I estos tamaños varían, siendo de 18

kbp para EcoRI, de 1.6 kbp para BamHI y de 4. 1 kbp para HindII l.

En ambos casos existe polimorfismo en la longitud de los

fragmentos de restricción genómicos ¡:ara el enzima EcoRI entre

las diferentes variedades que se han analizado (tabla 3.4). Así,

para el gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) se pueden observar

longitudes de aproximadamente 30, 20, 10 y 6 kbp, y de 20, 6 y

4.5 kbp para el gen de zeínas-II de 14 kD. Este polimorfismo nos

ha permitido determinar (ap. 3.7, figura 3.31) la localización de

la copia única del gen de glutelina-2 en las variedades W64A y

B73 en el cromosoma-7, cerca del lugar que ocupa el locus opaco-

2. Una de las dos copias de este gen que se han descrito en la

variedad A69Y estaría localizada, de modo análogo a la anterior,

en el cromosoma 7 cerca del locus opaco-2, aunque no podemos

concluir nada de la otra copia.

Respecto al gen de la zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1) no se ha

podido localizar variedad alguna que presente polimorfismo en la

longitud de los fragmentos de restricción entre la línea normal y

la mutante homocigota 0202. Debido a que se obse�� polimorfismo

en las longitudes de los fragmentos de restricccián EcoRI para

las secuencias homólogas a pME177 y no se observan diferencias en

las longitudes entre las bandas normales y mutantes cabe pensar

que ambos genes, opaco-2 y zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1), no estárl
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ligados, aunque los resultados no son concluyentes. Soave y

Salamini (Soave y Salamini, 1983) han descrito la localización

del gen estructural de una zeína de peso molecular aparente 16 kD
. I

en el brazo corto del cromosoma 7, cerca del locus opaco-2 y de

la región del cromosoma donde se encuentran agrupados genes

estructurales de zeínas Z19. La asignación del cromosoma se

realizó por esttxiio de los polimorfismos de isoelectroenfoque

entre variedades de maíz y es posible que no se trate del mismo

polipéptido codificado por el clan cDNA pME177.

Nuestros resultados coinciden plenamente con los

recientemente publicados (Murrayet al., 1988) que describen la

local ización, mediante RFLP ( "Restriction Fr-agment, Length

Polimorphism"), de un gen codificante para la zeína-II de 15 kD

(Z15, Zb) en el cromosoma 6, y para la glutelina-2 de 28 kD (G2,

202) en el cromosoma 7.

Es interesante el hecho de que los genes de las proteínas de

rese�� se localicen agrupados en sólo unos pocos puntos del

genoma, y que en estas zonas se agrupen genes estructurales que

codifican para diferentes tipos de polipéptidos. Adyacentemente a

los genes estructurales se encuentran algunos loci génicos que

controlan su expresión, pero no sólo de los cercanos sino incluso

de los localizados sobre otros cromosomas. Es el caso de los loci

opaco-2 (02), endospermo defectivo B30 (De-B30) y floury-2 (F12),

localizados los dos primeros' en el cromosoma 7 y el último en el

cromosoma 4. Otros dos loci, asimismo implicados en la regulación

de las zeínas como son opaco-7 (07) y opaoo-B (06) mapan

respectivamente en los cromosomas 10 y 8 (ap. 1.4.2.4.4, tabla

1.6, figura 1.3).

Aislamiento del gen de zeína-II de 16 kD (Z16. 201)

La determinación del patrón genómico de restricción para las

secuencias homólogas al clan cDNA pME177 permitió abordar,
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empleando técnicas de construcción descritas recientemente

(Nicholls et al., 1985), el aislamiento del gen codificante para

la zeína.-II de 16 kD (Z16, Zc1). En la construcción de la

genoteca enriquecida en los fragmentos de secuencia homólogos a

pME177 se intentaron dos estrategias tal como se describe en el

ap. 3.4. La estrategia que resultó la adecuada suponía el clonaje

de fragmentos purificados desde gel de una restricción de DNA de

endospenno con el enzima HindIII, en un bacteriófago lambda

NM1150 (Murray, 1983). A par-tdr de esta genoteca formada por un

número de recombinantes suficiente para que, teoricamente, todos

los fragmentos HindIII de alrededor de 4 kbp del genoma del maíz

se pudieran localizar con una probabilidad de 0.99 (ap. 3.4.1) se

aislaron 5 clones, denominados Z2, Z3, Z10 y Z14. Como se ha

descrito (ap. 3.5.4) todos ellos eran idénticos, presentes en las

dos orientaciones posibles. El número de clones positivos

aislados, 5, cuando esperábamos de 1 a 2 parece indicar que

determinamos por exceso la cantidad de DNA genámico de endospenno

que formaba parte de la clase de tamaño de alrededor de 4 kbp

despúes de restricción HindIII. Esto se puede atribuir tanto a la

aproximación cometida en el cálculo del tamaño del genoma del

maíz como, en la práctica, el aislamiento de las diferentes

bandas del gel preparativo.

La resolución del mapa físico del inserto del aislamiento Z3

(figura 3. 2i ) y de su secuencia nocl.eot.fdíoe.-t figuras 3.28 y

3.29, ap. 3.5.3) permitieron determinar exactamente su longitud

en 3870 nucleótidos, de los cuales 1238 corresponden a la región

5' flanqueante, 549 a la reg�ón codificante y 2083 a la región 3'

flanqueante.

La secuencia del. inserto del plásmido pZ3 es la primera

descripción de una secuencia genómica de este gen. Hasta el

momento sólo se conocía la secuencia del clon cDNA pME177 (Prat,

1986) • Cuando se comparan ambas secuencias se observa una

coincidencia absoluta. Este hecho es completamente
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desacostumbrado en las secuencias que se conocen en la actualidad

de 'proteínas de reserva en plantas. La existencia en la mayor

parte de las familias de genes de proteínas de reserva en plantas
1

de un número elevado de genes con pequeñas diferencias a nivel de

la secuencia dificultan considerablemente el aislamiento de

clones cDNA y genámicos con identidad de secuencia. Se han

descrito pocos casos en la bibliografía en las que un clon

genámico y un clon cDNA codificantes para el mismo tipo de

polipéptido presente casi identidad. Uno de ellos (figura 3.32)

es entre, los clones cDNA A30, aislado de la variedad "Illinois

High Protein" (IHP) (Geraghty et al., 1982) y el clon genómico

zE19, aislado de la variedad W64A. Entre las dos secuencias sólo

existen dos cambios a nivel aminoacídico producidos por dos

diferencias en la secuencia de nucleótidos.

Las zeínas-II de 15 kD (z15, Zb) están representadas por

genoma haploide de maiz con 1 ó 2 copias. Los clones cDNA (Marks

y Larkins, 1985a) y genómico (Boston y Larkins, 1986) se han

aislado de dos diferentes variedades, W64A y BMS respectivamente,

presentando seis diferencias a nivel nucleotidico que producen 3

cambios de aminoácidos en la secuencia proteica.

Cuando comparamos las secuencias nucleotídicas de los clones

p268C y pZ3 destaca el hecho de que las secuencias codificantes

son especialmente ricas en nucleótidos G+C (figura 3.35).

Comparando los perfiles de riqueza en A+T se notan grandes

diferencias entre los dos genes descritos y los clones genómicos

de las zeinas clásicas.

La homologia que se ha descrito entre las secuencias

codificantes de los clones cDNA pME119 y pME177 (figura 3.17)

(Prat, 1986) se extiende a las regiones flanqueantes en el

genona, En la secuencia 5' se extiende la reaión de elevada

homología, del 70%, hasta -565 en pZ3 y -655 en p268C. Más

alejado se encuentran pequeñas zonas de secuencia conservada como
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entre -993 y -829 de pZ3 y entre -935 y -901 de p268C, 34

nucleótidos con lID 80% de secuencia conservada. Estas zonas de

homologia las hemos denominado A, By C (ap. 3.8.3, figura 3.331.

Se han canpa.rado las secuencias flanqueantes a 5' de los dos

genes estudiados con las descritas por Joshi (Joshi, 1987) como

señales consenso de regulación en plantas. El inicio de

transcripción del gen de glutelina-2 de 28 kD (02, Zc2) ha sido

localizado por mapado con nucleasa Sl (Boronat et al., 1987),

aproxjmadamente alrededor de la posición -70 respecto al inicio

de traducción. Una comparación de la secuencia que rodea al

inicio de transcripción, ATCACCA, con las secuencias consenso

descritas, ATCATCA (Joshi, 1987), muestra elevada coincidencia.

En el caso del gen de la zeína-II de 16 kD (ZI6, Zc1) no se ha

localizado el inicio de transcripción experimentalmente. La

secuencia que se ha propuesto como inicio de transcripción,

ACCACCA, se ha escogido por tres motivos. El primero de ellos es

la homologia con la secuencia consenso descrita. El segundo es la

ele�� homología con el gen de glutelina-2, gen relacionado, en

la zona donde se esperaría. El tercer motivo es que el clan

pME17i es, por su tamaño una copia completa del mRNA de dicho

gen, y su secuencia solapa con la del inserto de pZ3 hasta la

posición -65. En su estudio comparativo de secuencias

flanqueantes 5' en plantas Joshi (Joshi, 1987), ante la ausencia

de evidencia experimental del inicio de transcripción en la mayor

parte de los genes descritos ':,n la bibliografía asigna éste según

verifiquen dos de los tre� criterios siguientes homología con

la secuencia consenso de- .r
í

ta en eucariotas (Breatnach y

Chambon, 1981), homologia con las secuencias de genes

estrechamente relacionados que sí se han mapado mediante nucleasa

SI o "primer extenaí.on", y que la distancia entre la secuencia
I

que forma la posible "TATA box" y el inicio de transcripción

propuesto esté comprendida entre 25 y 30 nucleótidos. En el caso

del gen de zeína-II de 16 kD (Z16, Zc1) que describimos se

cumplen las tres premisas.
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La detenninación de la secuencia "TATA box" en un gen

detenninado se debe realizar mediante pruebas funcionales, es
t

decir, demostrando que la ausencia o el cambio de ciertos

nucleótidos de la secuencia propuesta impiden la transcripción
del gen es cuestión. Hasta el momento presente se han realizado

pocos estudios funcionales de los promotores de plantas, debido

fundamentalmente al problema de la transformación en estos

sistemas. Así pues, la mayor parte de las secuencias que se

describen como "TATA box" en la bibliografía son hipotéticas y no

verificadas experimentalmente. A partir del estudio de dichas

secuencias se ha propuesto una consenso general en plantas

(tcacTATATATAg), aunque presenta variaciones dependiendo del

grupo de genes que se considere, por ejemplo, tcccTATMA'ITa es la

consenso propuesta para las proteínas de reserva de

dicotiledóneas y taacTATMATAg la consenso propuesta para las

proteínas de rese�� de cereales (Joshi, 1987). En el caso de los

dos genes en estudio se encuentran secuencias similares a las

descritas; concretamente, en la secuencia de p268C se encuentra

la secuencia TATAAATA entre los nucleótidos -104 a -96., y en la

secuencia de pZ3 la misma secuencia entre las posiciones -100 a-

92. Esta secuencia dista del punto propuesto como inicio de

transcripción 26 y 25 nucleót idos respectivamente en las

secuencias de p268C y pZ3. Esta misma secuencia "TATA box" se

localiza en genes de zeínas en una posición similar respecto al

inicio de traducción, como por ejemplo en el clon genámico pML1
(Brown et al., 1986) tal como describen Boronat y col. (Boronat

et al., 1987).

La secuencia consenso para la "CAAT box" o "AOCA box"

(Benoist et al., 1980) en animales es GGC/TCAATCT. Del estudio de

los genes de plantas se ha propuesto una secuencia consenso

bastante indeterminada C/TAN, 2 - 5) G/TNGAN( 2 - .. ) c/,re/T (Messing et

al., 1983). Las secuencias descritas para los genes de zeínas y

de otras proteínas de reserva de plantas tienen una homología muy
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limitada con la secuencia consenso. Las secuencias "CAAT box" que

se han propuesto como tales en los genes de zeinas-II y de

glutelina-2 lo han sido por su parecido, escaso, con la secuencia

consenso, y por su posición respecto al inicio de transcripción.

Los genes de zeínas presentan secuencias "CAAT box" y "TATA

box" consenso típicas de los promotores eucariotas dentro de los

primeros 180 nucle6tidos a 5' del codón de inicio (Langridge et

al., 1983; Pedersen et al. 1986; Kriz et al., 1987). La

transcripción desde este promotor en las zeínas forma \ID mRNA de

aproximadamente 900 nucle6tidos (Langridge et al., 1982; Kriz et

al. , 1987) • La mayor parte de estos transcritos presentan

extremos 5' que se localizan aproximadamente a 40 a 65

nucleótidos del codón de inicio de traducción (Langridge et al.,

1983; Kriz et al., 1987). En los transcritos de las zeínas de

menor peso molecular, por ejemplo en las zeínas-11 de 15 kD (Z15,

Zb), se ha encontrado variación en la longitud de la secuencia 5'

no traducida (Marks et al., 1985a; Bastan y Larkins, 1986).

Además de los transcritos de 900 nucleótidos se han

localizado transcritos de tamaños variados, 1800, 2800 y 3800

nucleótidos, que se han descrito como probables precursores del

mRNA de menor tamaño (Langr í.dge et al , , 1982). Sin embargo el

mapado del inicio de transcripción en esos casos sugiere la

presencia de un promotor localizado aproximadamente a 1 kb a 5'

del inicio de traducción (LangrIdge y Feix, 1983; Bastan y

Larkins, 1987; Kriz y Basten, 1987). El análisis de la secuencia

en esta región permite reconocer promotores típicos de

eucariotas.

La cantidad de transcrito que se produce desde cada \IDO de
j

los dos promotores es una cuestión aún no resuelta (Langridge et

al., 1982; Langridge y Feix, 1983; Bastan et al., 1986; Bastan y

Larkins, 1987; Kriz et al., 1987). La transcripcián 'in vitro' de

\ID clan genómico de zeínas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2) en un
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extracto de vesículas genninales de oocitos de Xenopus laevis

produce RNA desde ambos promotores, aunque parece que el

preferente es P2, el más cercano a la región codificante. En un
,

extracto nuclear de células HeLa, el mismo clon genómico

transcribe exclusi��ente desde el promotor lejano PI mientras se

encuentre presente, y desde P2 cuando PI está ausente (Langridge

y Feix, 1983). En experimentos de "run-off" empleando núcleos de

endospenno de maíz no se detecta transcripción desde el promotor

lejano de un gen de zeínas de 19 kD (ZI9, Zd1) (Boston et al.,

1986) •

Los estlXiios realizados 'in vivo' tampoco han pennitido
establecer una clara preferencia por una de las dos regiones

promotoras. Un gen de zeínas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2)

transformado en células de levadura produce transcritos iniciados

en P2, promotor cercano, mientras que en el caso de un gen de

zeínas de 19 kD (ZI9, Zdl) se detectan transcritos iniciados

tanto desde PI como desde P2 (Langridge et al., 1984; Coraggio et

al., 1986). Algunas secuencias genémicas a las que se ha

deler�ionado en el promotor P2 transcriben cuando se las inyecta

en el núcleo del alga verde Acetabularia mediterranea (Brown et

al., 1986). Sin embargo, a pesar de que en este sistema se ha

detectado la proteína por inmunofluorescencia no ha sido posible
analizar el RNA.

En la clase de zeínas de 15 kD (ZI5, Zb) se ha descrito la

posible presencia de

mapado del inicio de

dos promotores. Diversos experimentos de

la mayor parte de los

transcripción con nucleasa SI muestran que

transcritos se inician entre 63 y 69

nucleótidos a 5' del inicio de traducción, mientras que se

encuentra una pequeña cantidad de transcritos de longitlXi

superior (Marks et al., 1985; Boston y Larkins, 1986). El

análisis de la secuencia de un clon genémico de zeinas de 15 kD

(ZI5, Zb) permite identificar elementos "TATA box" en las

posiciones -192, a 30 nucleótidos a 5' del sitio propuesto para
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el inicio de transcripción lejano, y en -92, a 32 nucleótidos a

5' del inicio de transcripción cercano. Se han detectado 'in

vitro' transcritos de diferente tamaño que se inician desde el

promotor lejano (Boston y Larkins, 1986).

La búsqueda de otras secuencias en las zonas 5' que puedan
estar implicadas en la regulación de los genes de las zeínas es

de gran interés por la expresián coordinada que presentan estos

genes. Cuando se comparan las regiones 5' flanqueantes de genes

de proteínas relacionadas se encuentran homologías importantes en

regiones amplias, como por ejemplo' en la comparación de cinco

genes de zeínas de 19 kD (ZI9, Zdl) descrita por Kriz y col.

(Kriz et al., 1987) donde la homología se extiende hasta la

posición -823. Secuencias por encima de esta posición divergen y

se hacen repetitivas. Se han descrito una serie de elementos de

secuencia en las regiones flanqueantes de estos genes que, por su

conservación en el motivo y en la distancia respecto al inicio de

transcripción, podrían estar implicadas en la regulación.

Una. secuencia de 15 nucleót idos (CACATGTGTMAGGT) que se

inicia en las posiciones -331 en los genes de zeínas de 19 kD

(219, Zdl) y en la posición -340 en los genes de zeínas de 22-21

kD (Z22-21, Zd2) es común a todas las zeínas clásicas de alto

peso molecular (Brown et al., 1986). Dentro de esta secuencia

existe un heptanuclétido altamente conservado (TGTAAAG) similar

al elemento central de la srouenc í.a intesificadora ("enhancer")

del virus SV40 (GTGGAAAG) (Gillies et al., 1983; Khoury and.

Gruss, 1983; Brown et al., 1986). Este elemento, que Thompson y

Larkins (Thompson y Larkins, 1988) descríben como 'elemento -300'

también se encuentra en las zeínas de bajo peso molecular, por

ejemplo la zeína-II de 15 kD (ZI5, Zb) (Boston y Larkins, 1986),
I

Y en las secuencia de la glutelina-2 de 28 kD (G2, 202) y de la

zeína-II de 16 kD (ZI6, 201) (ap. 3.8.3), así como en genes de

proteínas de reserva de cebada y trigo (Brandt et al., 1985;,

Sugi�� et al., 1985; Boronat et al., 1987; Pedersen et al.,
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1986; Colot et al., 1987). La presencia de esta secuencia

altamente conservada en diferentes genes de función similar en

especies divergentes sugiere un papel regulador •

•

Sobre esta secuencia, es de destacar el hecho de que en las

zeínas de 19 kD (Z19, Zd1) se encuentra asociada a una secuencia

invertida y repetida que podría fonnar estructuras "en lazo"

("hairpin loop") presentándose la secuencia intensificadora

("enhancer") en el codo. Estas secuencias invertidas son menos

conservadas en las zeínas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2). En el caso

del gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y de zeínas-II de 16 kD

(216, Zc1) se pueden postular una serie de estructuras (ap.

3.8.3, figura 3.36) similares. Maier y col. (Maier et al., 1988)

han descrito un factor proteico que se une de modo específico a

una región de 18 nucleótidos (-339 a -318) asociada con las

secuencias repetidas invertidas, y que la protege de la digestián

con DNAsaI en un clon genómi.co de zeínas de 19 kD (Z19, Zd1).

Otro elemento, único en las zeínas de 19 kD (Z19, Zd1),

similar a la secuencia de 15 nucleótidos conservada, de 21

nucleótidos (AAAGGTAAAGGTGTGTCACAC) se ha deseri to localizada a

5' (-1214 a -1194) del promotor lejano PI (Brown et al., 1986).

Experimentos de retención en fil tros ( "filter-binding")

demuestran una asociación de esta secuencia con proteínas
nucleares extraidas del endospermo pero no de plántulas de maíz

(Maier et al., 1988).

Se han descrito elementos de secuencia adicionales menos

ampliamente conservados. Uno de ellos, descrito por nuestro grupo

(Boronat et al., 1987) son dos heptanucleótidos conservados

(CAACAAA y ATGTCAA) separados por una secuencia de 11 nucleótidos

(figura 3.36), y se localiza tanto en el gen de glutelina-2 de 28

kD (G2, Zc2) como en las zeínas de 19 kD (ZI9, Zdl) y en

gliadinas y prolaminas de al to peso molecular en el trigo. Este

elemento, presente en el gen de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2)
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Figura 4.2 : Posición de los elementos reguladores potenciales en

zeínas (tomado de Thompson y Larkins, 1988).

A: Posición de las secuencias conservadas en las regiones
flanqueantes 5'. Flechas incican los dos repetidos directos
de 10 bp en zeínas de 19 kD (219, Zd1). Las líneas
representan el elemento 7-11-7.
B : Comparación de las secuencias flanqueantes del elemento
-300. Se señalan los 15 nucleótidos conservados y los ¡del
elemento 'enhancer'. Subrallado parte de la secuencia
implicada en la estructura 'hairpin loop' en zeínas de 19 kD
(219, Zd1).
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está ausente en el gen de zeínas-II de 16 kD (Z16, Zcl) pues se

localiza en la zona situada entre las regiones de homología A y

B, inexistente en el segundo clon genámico (figura 3.33).
I

Una búsqueda de secuencias de reconocimiento de factores

proteicos específicos de secuencia descritos sobre las regiones

flanqueantes de los genes de zeína-II de 16 kD (ZI6, Zc1) y de

glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) nos permite reconocer una

secuencia APl (Lee et al., 1987) en el primero y tres secuencias,

una APl y dos CREB (Montminy et al., 1986). El significado de

estas secuencias relacionadas con factores proteicos específicos

de secuencia en sistemas tan diferentes a las plantas como el

virus SV40 y el adenovirus es desconocido. Podríamos destacar,

únicamente, la secuencia APl que en ambos genes se localiza en

una posición similar (figura 3.33).

A pesar de que es interesante el estudio de las secuencias

flanqueantes, sus resultados son hipotéticos hasta que no se

verifiquen en plantas modificadas. Idealmente, estos estudios

deberían realizarse transformando plantas de maíz con genes de

zeínas modificados. Recientemente Rhodes y col. (Rhodes et al.,

1988) han descrito la posibilidad de recuperar plantas de maíz

desde protoplastos transformados. A pesar de que esto abre una

vía de experimentación, inexistente hasta el momento, se han de

resolver problemas camo la esterilidad de estas plantas para

conseguir un buen sistema de estudio.

En la actualidad sólo se dispone de experimentos con pl.arrtas

transgénicas en dicotiledoneas (girasol, tabaco, etc ••• ). Así, en

estos sistemas se ha conseguido evidencia del papel del promotor
cercano P2 en la transcripción de los genes de zeínas. Estos

experimentos se han realizado con dos aprox�iones diferentes:

estudio de tejidos de plantas transformadas estables y el estudio

de la expresión transitoria en protoplastos transformados.
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Los primeros estudios sobre la expresión de las zeínas de

22-21 kD (222-21, Zd2), de 19 kD (219, Zd1) y de 15 kD (215, Zb)

se realizaron sobre callos

al., 1984; Goldsbrough et al.,

de girasol transgénicos (Matzke et

1986). Los tejidos de girasol

producen transcritos de zeínas de tamaños similares a los

descritos en el endospenno del maíz, pero no se ha podido
detectar la síntesis de proteína. Un análisis de las delecciones

en la zona 5' en los genes de zeínas de 22-21 kD (Z22-21, Zd2) y

de 19 kD (219, Zd1) han permitido identificar lD1B. región que es

importante para la transcripción del gen en el callo de girasol

(Roussel et al., 1988). Mutantes de delección con tan solo 337

nucleótidos de zona 5' desde el inicio de transcripción son

capaces de dirigir la transcripción en este sistema. Cuando esta

región se reduce a 125 nuc 1eót idos desde el inicio de

transcripción sóplo se detecta transcripcián en 1 de 6

transformantes. Delecciones superiores producen una pérdida

completa de la activiciad transcripcional.

Los experimentos de expresión génica transitoria en

protoplastos de zanahoria demuestran que, para permitir la

transcripción de la clorarnfenicol acetil-transferasa (CAT), son

suficientes 420 nucleótidos de la zona 5' de los genes de zeínas

222-21 y 219 (Boston et al., 1987). Ensayos similares con

mutantes de delección que dirigen la expresión de un gen CAT

producen transcripción en menor grado, pero detectable, con 79 o

125 nucleótidos de la zona 5' flanqueante (Roussell et al.,

1988). Los mutantes de de. :-ción con actividad máxima presentan

337 nucleótidos de zona 5 J. Como las dos secuencias consenso CAAT

y TATA se localizan en la región de 125 nucleótidos (-76 y -118)

se ha sugerido que algún elemento de secuencia localizado entre-

337 y -125 sería e� requerido para una transcripción más

eficiente. El elemento -300 se localiza en esta región.

Los experimentos

diferenciado demuestran

de transformación con tejido no

la presencia de secuencias requeridas
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para una transcripción precisa de los genes clonados, pero no son

capaces de dar respuesta a los requerimientos responsables de la

especificidad de tejido de los genes de zeínas. Con la finalidad
I

de analizar la expresión específica de los genes de zeínas

clásicas de alto peso molecular, se han transferido éstos a

plantas de petunia y tabaco mediante transformación con

Agrobacterium tumefaciens. Un gen codificante para las zeínas de

19 kD (Z19, Zd1) con 945 nucleótidos de la región 5' y 1218 de la

región 3' produce niveles detectables de transcritos de zeínas en

la semilla de algunas plantas de petunia (Ueng et al., 1988). El

mRNA se detectó en la ontogenia de la semilla durante el periodo
del desarrollo del endospermo y posteriormente se redujo a

niveles indetectables. Sin embargo, los transcritos de zeínas no

se limitaron a la semilla, y, en algunas plantas, el nivel de

mRNA en otros tejidos excede al de las semillas. Se pueden
detectar en muchas plantas transformadas niveles bajos de mRNA de

zeínas, pero no se ha podido encontrar la proteína en ningún

tejido. Estos resultados son similares a los encontrados en

tabaco con otro gen de zeínas de 22-21 kD (Z22-21 , Zd.2) que

contenía 933 nuc1eót idos de la zona 5' y 3 kb de la zona 3'

(Schernthaner et al., 1988). Como en petunia, en este caso se

pudo detectar el mRNA en semilla, en niveles reducidos, pero no

fue posible encontrar la proteína.

Thompson y Larkins (Thompson y Larkins, 1988) describen dos

explicaciones posibles para la variación en la expresión de estos

genes. Puesto que la familia multigénica de las zeínas de alto

peso molecular es muy extensa y puede contener pseudogenes , entra

dentro de lo posible que los genes estudiados sean

estructuralmente incompletos y por ello incapaces de expresión
correcta. Alternativamente el mRNA de zeínas o la proteína podría
ser inestable en las plantas de tabaco o de petunia y por esto se

obse��ía baja expresión de estos gene. CQffiO última explicación
proponen que los promotores de zefnas no sean reconocidos

correctamente en las plantas transgénicas de tabaco o petunia.
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Según estos mismos autores, la inestabilidad de la proteína
no es una explicación adecuada presto que se ha observado la

acisnulecfón de la proteína en las semillas de petnnia y de tal:eco

transgénico cuando la región codificante se pone bajo el control

de nn promotor de dicotiledónea específico de la semilla (Hoffman

et al., 1987; Williamson et al., 1988). La estabilidad de la

proteína ha sido confirmada, asimismo, al emplear el promotor 35S

del virus del mosaico de la coliflor con un gen de zeína

(Scherntbaner et al., 1988). En este caso la proteína se detecta

en tallos y hoja así como en el endospenno de plantas' de tabaco

transgénicas.

Es interesante destacar que los resultados disponibles del

análisis de los promotores de otros genes de proteínas de reserva

de cereales mediante plantas transgénicas coinciden en que son

regulados correctamente en plantas de tabaco transgénicas. Se ha

descrito expresión específica de la semilla de un gen CAT

dirigido por secuencias flanqueantes 5' de un gen de B-hordeínas

de la cebada así como de dos genes de proteínas de reserva del

trigo (Colot et al., 1987; Harris et al., 1988). Esto es

especialmente importante debido a que las secuencias conservadas

comunes a muchos genes de proteínas de reserva de cereales

(figura 4.2) se encuentran en las zonas 5' empleadas en estas

construcciones quiméricas. Sin embargo, la región 5' de un gen de

zeínas de 19 kD (Z19, Zd1) .ue también incluye los elementos

conservados produce niveIe- ,'¿ucidos de actividad CAT en plantas

transgénicas de tabaco, r' ,.:ctándose sólo un caso sobre once

(Schernthaner et al., lS�:j í • Si se aumenta la sensibilidad del

ensayo empleando esta misma región 5' uní.da al gen de la 13-

glucuronidasa (GUS), gEpl testigo de gran sensibilidad, se detecta

expresión en todas las plantas transgénicas, pero los niveles son

reducidos. A partir de estos resultados, parece que las

secuencias responsables del control temporal y especificidad de

tejido de los genes de zeínas se localizan en esta región 5'.
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Sin embargo, estas secuencias parecen ser reconocidas escasamente

en las plantas transgénicas de tabaco, posiblemente debido a que

los elementos n�esarios para la actividad máxima, elementos que
,

actuarían en trans, están ausentes en el sistema de las plantas

transgénicas.

En la actualidad los resultados obtenidos con plantas
dicotiledóneas transgénicas parecen descartarlas como modelo que

permita el estudio y disección de los promotores de los genes de

zeínas. Debido a la inexistencia de sistemas adecuados de

transformación de maíz el estudio de los promotores de estos

genes y de las secuencias responsables de su control temporal y

de la especificidad de tejido parece dirigido a la transformación

de protoplastos de endospermo.

Clasificación de los genes de las proteinas de reserva

La nomenclatura empleada para describir los diferentes

grupos de proteínas de reserva en el maíz, como ya se ha

descrito, es confusa. Propuesta a principios de siglo se basaba

en las propiedades de extracción de las diferentes fracciones. En

la actualidad el conocimiento de las secuencia de aminoácidos de

gran número de polipéptidos, así como de las secuencias

flanqueantes en el genoma y su posición en los cromosomas,

permiten proponer una clasificación más acorde con su posible
origen evolutivo.

Nuestro grupo ha propuesto una clasificación de las

proteínas de reserva considerando como zeínas a todas las

proteínas de reserva del maíz, incluidas en los cuerpos

proteicos, las hemos agrupado en 4 grupos que hemos denaninado

Za, Zb, Zc y Zd. Se han tenido en cuenta los citerios :

1. La Long itud de la proteína. El peso molecular aparente
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del polipéptido en geles de poliacrilamida-SDS enmascara el

tamaño real de la proteína, debido, fundamentalmente a su

composición de aminoácidos, hidrofóbica, y a su estructura.

2. La. secuencia del péptido señal. Se puede observar en la

figura 4.4 que existen diferencias en el péptido señal.

3. La secuencia de los repetidos interiores, en la región

codificante.

4. La naturaleza o.Lí.gogérri.ca o multigénica.

5. La existencia de homologías con otras proteínas de

reservas de cereales.

Las clases Za y Zb corresponden a las denominadas zeínas de

10 y 15 kD (Z10 y Z15) respectivamente, representadas por los

clones que describen Kirihara y col. (Kirihara et al.; 1988) y

Marks y col. (Marks et al, 1985a; 1985b).

La clase Zc se subdivide en dos, Zc1 que corresponde a las

zeínas de 16 kD representadas por el clon cDNA pME177 (Prat,

1986) y Zc2 que representa la denominada glutelina-2 de 28 kD.

Ambas proteínas presentan un alto grado de homologia. Estas tres

primeras clases corresponden

oligogénicas.

a genes únicos o familias

El cuarto grupo, Zd, presenta una elevada heterogeneidad,

siendo con ID\..K)ho el más canplejo. Representado por una familia

multigénica, se puede dividir en dos grupos, que hemos denaninado

Zd1 y Zd2. Las proteínas Zd1 serían predominantemente de 19 kD

(Z19) y las proteínas Zd2 serían predominantemente de 22-21 kD

(Z22-21). Sin embargo, la clasificación por el tamaño no es

excluyente. La asignación a uno u otro grupo se realiza por

similitud con la secuencia de los repetidos internos, y otras
f

características como la secuencia del péptido señal, con los

clones de referencia Z7 (Kriz et al., 1984) para Zd2 y los clones

cDNA A20 y A30 (Geraghty et al., 1982) para Zd2.
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Las zeínas clásicas de al to peso molecular, ahora

denominadas JX>r nosotros Zd (Zdl y Zd2) no presentan homología

con ninguna otra proteína de reserva de cereales descrita,

excepto en la composición global de aminoácidos con las proteínas
del sorgo (). Por ello, desde un punto de vista evolutivo, se ha

considerado que las zeínas Zd podrían corresponder a 'nuevas

ze í.nas ' mientras que las zeínas Zb y Zc serían 'zeínas

ancestrales'. Las zeínas Za presentan homologías en la secuencia

del péptido señal con las zeínas Zd (figura 4.5)

A. NUEVAS ZEIMAS

'1 I

1 �Za !Het Ala Ala

LYSI¡Met¡Le, Aj',Le,
I'e Al. Le, Le, Al.

Le'lc1'
Al. Se, Al. Ih, Se, Al,'

¿dI ¡Met Ala Ala Lrs l le ?he Cys Leu LeulHet Leu Leu Gly LeulSer Ala Ser Ala Ala Thr Ala

! 1 I
L-J· I

Zd2
.

Met Ala Tbr I Lyg! Val Leu Ala Leu Phe Ala Leu Leu Ala Pro He Val Ser Ala Tbr Asn�

B. ZEIMAS ANCESTRALES

Zb

Zel

Zd.

Figura 4.5 Péptido señal de las diferentes clases de zeinas.
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5. CONCLUSIONES



1. Se han aislado clones genámicos codificantes para las

proteínas Zc2 (glutelina-2 de 28 kD, G2) de una genoteca de

endospermo de maíz (Zea mayS L.) de la variedad W64A. Los

insertos se alinean cubriendo una región del genoma del maíz

de 18.5 kbp, con la región codificante aproximadamente
centrada.

2. La secuencia de nucleótidos que se ha realizado de un

fragmento genómico HindlII-HindlII de 2975 nucleótidos ha

permitido conocer una amplia zona de región flanqueante 5'

del gen 202 que codifica para una glutelina-2 de 28 kD. La

secuencia determinada es coincidente con la que se obtuvo en

el laboratorio de un fragmento genómico HindIII-EcoRI de 1.9

kbp.

3. Dentro de la secuencia flanqueante al gen Zc2 (glutelina-2

de 28 kD, G2) se han encontrado evidencias de la existencia

de un único promotor del gen, localizado alrededor de la

posición -100.

4. En la búsqueda de clones genómicos codificantes para una

zeina-II de 16 kD se obtuvieron evidencias de una

reorganización específica que afectaba a las regiones

genámicas homólogas al clon cDNA pME119. Este fenómeno sólo

se ha observado en relación a estas secuencias y podría

deberse a la existencia de secuencias Chi o similares en la

zona 5' del gen Zc2 (glutelina-2 de 28 kD, G2). Esta

hipótesis requiere una evidente confirmación experimental.

5. El número de copias del gen Zc2 (glutelina-2 de 28 kD, G2)

en la variedad de maíz W64A es de 1 por genoma haploide. La

expresión específica en el endospermo de maíz de los genes

Zc2 que codifican para la glutelina-2 de 28 kD no están

asociados a una amplificación específica de su secuencia en

el genoma..
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6. Se construyó una genoteca parcial de DNA de endospermo de

maíz de la variedad W64A formada por 117000 recombinantes

con un inserto de aprox�nte 4 kbp. De esta genoteca se

aislaron 5 bacteriófagos cuyos insertos, idénticos, incluían

un gen Zc1, que codifica para una zeina-II de 16 kD.

7. Se realizó la secuencia de nucleót idos de un fragmento

gen6mico de 3870 nucleótidos, 10 cual ha permitido conocer,

además de la región genómioa codificante, una amplia zona

f1anqueante de región 5' y 3' del gen Zc1. La coincidencia

de la secuencia codificante genómica del gen en la variedad

W64A con la descrita del clon cDNA pME177 de la variedad E10

penni te concluir que se trata de un gen que carece de

intrones. Asimismo es de destacar que es el primer caso

descrito en el que hay una coincidencia total entre la

secuencia de un clon genámico y el de un clon cDNA en el

estudio de los genes de las proteínas de reserva de las

plantas.

8. El número de copias del gen Zc1 (zeína-ll de 16 kD, Z16) en

la variedad de maíz W64A es de 1 por genoma. haploide. La

expresión específica en el endospermo de

Zc1 que codifican para la zeína-ll

maíz de los genes

de 16 kD no están

asociados a una amplificación específica de su secuencia en

el genoma.

9. La com¡:e.ración de las regiones flanqueantes a 5' y 3' de los

genes de glutelina-2 de 28 kD (G2, Zc2) y zeina-II de 16 kD

(Z16, Zc1) permite definir 3 zonas de homología en la zona

5'. Las zonas A y B, con valores de alrededor al 70 % de

conservación de la secuencia, se extienden hasta la posición
-650. La tercera zona, e, de 34 nucleótidos con una.

conservación del 80 % se sitúa alrededor de la posición-
920. En la región 3' la homología se extiende, con un valor
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del 70 % de conservación de la secuencia, unos 190

nucleótidos. La ele�� homología en la región codificante,

así como en las regiones flanqueantes indican que estas dos

proteinas se pueden agrupar como miembros de una familia de

proteínas de reserva del maíz. Asimismo, las homologías que

presentan con otras proteínas de reserva de las prolaminas

de cereales nos permiten concluir que forman parte, con

ellas, de una familia de proteínas de reserva de cereales,

prolamins ancestrales, a diferencia de las zeinas clásicas

que se podrían considerar como proteínas de reserva

aparecidas posteriormente, prolaminas recientes.

10. Se han localizado dentro de la región 5' de ambos genes una

serie de elementos alguno de los cuales están

probablemente implicados en la regulación de la expresión

temporal y/o específica de tejido que presentan.

11. En la región 3' de ambos genes se han localizado tres

posibles señales de poliadenilación.

12. Se propone una clasificación y nomenclatura de lasa

proteínas de reserva del maíz por la cual todas ellas se

denominarían zeinas. Esta nomenclatura se basa en la

totalidad de los conocimientos disponibles actualmente sobre

estas proteínas y sus genes, y pretende ser la base para el

establec�iento de superfamilias de las proteínas de reserva

en monocotiledóneas que aclare el posible origen y

relaciones evolutivas entre las diferentes formas conocidas.
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