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RESUMEN

En los dltimos afios se han incrementado los estudios en plantas relacionados con
el desarrollo del gametofito masculino, permitiendo la identificacién de genes
especificos de polen, principalmente aquellos relacionados con el crecimiento del
tubo polinico.

Para estudios de convergencia genética y funcional como el que nos interesa, el
siguiente paso a la identificacién de genes en un tejido en particular, consiste en
su caracterizacién y establecimiento de la relacién morfofuncional entre ellos.

Durante la evolucién de las plantas terrestres, la parte aérea y la parte
subterrdnea fueron especializdndose progresivamente para contender con las
diferentes facetas de su ambiente: mientras que la parte aérea se encargaria de
la recepcidn de energia y elaboraria metabolitos de los cuales depende su
crecimiento, desarrollo y reproduccidn, las raices anclarian la planta al suelo y
absorberian agua y nutrientes; por lo que es posible considerar que exista un
crecimiento interdependiente entre ambas partes.

En el presente proyecto analizamos la posibilidad de convergencia de patrones en
expresién génica entre el tubo polinico y la cofia de la raiz, considerando que
ambas estructuras presentan caracteristicas fisioldgicas comunes tal como
respuestas a gradientes quimicos y de humedad.

Para ello, se construyé un banco de cDNA de polen de maiz germinado /n vifro con
un titulo de 8x10° ufp/mL y del cual, mediante hibridacién diferencial, se
identificaron y aislaron cuatro genes con patrones de expresidn preferencial en
polen germinado y cofia de la raiz.

El estudio de estos patrones de expresién convergente, puede acercarnos a
tratar de entender los mecanismos involucrados en el desarrollo celular e
interaccién con ambientes especificos como por ejemplo, respuestas a estres.



INTRODUCCION

Al hablar de plantas superiores, debemos recordar que éstas son
organismos multifuncionales cuyo desarrollo estd integrado por varios procesos
con patrones establecidos. De manera independiente, cada planta contiene en su
genoma toda la informacidn necesaria para desarrollarse, siendo capaz de inducir
o reprimir la expresidn de un gen, o un grupo de éstos, para definir su morfologia
y funcién. Este trabajo, por razones prdcticas, se reduce a un enfoque molecular
Yy por lo tanto, es sélo una parte de un estudio integral de un organismo complejo
como lo es el maiz.

La gendmica se ha definido como el estudio de los genomas, es decir, un estudio
que permite catalogar todos los genes que tiene un organismo y estudiar su
organizacidn y estructura de ésios en su conjunto, pero también intenta
descubrir su funcién, los mecanismos implicados en la regulacién de su expresién
y el modo en que interactian unos con otros en el interior de las células durante
su ciclo de vida (Eguiarte et al., 2003). Debido a la complejidad de los genomas
eucariotas, una manera prdctica para su estudio es hacerlo de manera parcial,
estudiando por ejemplo, aquellos genes que se estdn expresando en un momento y
bajo una condicién determinada.

Los patrones de expresién de los genes en su conjunto revelan la identidad y el
nivel de expresién de cada uno en una poblacién definida de células. El término
Transcriptoma se refiere al estudio de los perfiles de expresién de todos los
genes presentes en el genoma y gracias al andlisis de un gen en particular, ahora
se conocen algunas caracteristicas funcionales y bioquimicas de tipos celulares
especificos. Asimismo, sabemos que el transcriptoma esté regulado por estimulos
externos e internos, lo que nos permite tener una idea mas completa de
conceptos bdsicos de biologia celular y respuestas biolégicas ante diferentes
sefales, elucidando la posible funcién de genes de organismos tanto procariontes,
como eucariontes (Lee y Lee, 2003).

Dentro de los organismos eucaridticos, incluyendo animales y plantas superiores,
podemos encontrar miltiples diferencias de expresién génica. Los diferentes
érganos y tejidos son generados para cada organismo durante su ciclo celular a
través de una regulacién temporal y espacial sobre la expresidn selectiva en
fracciones o regiones especificas del mismo genoma en diferentes células,
entonces, el desarrollo es un proceso regulado por la expresidn génica diferencial
por el cual las células adquieren destinos particulares. Los estudios de patrones
de expresion especificos ayudan a comprender como se establece el destino



celular y son mds dtiles cuando en un organismo se analizan la mayorfa o
idealmente todos los tipos celulares que lo constituyen (Birnbaum et al., 2003;
Finnegan, 2001).

Las plantas superiores poseen un proceso de desarrollo relativamente simple, con
sélo tres sistemas no reproductivos, menos de 25 tejidos principales y tipos de
células por lo cual son un buen madelo para definir los patrones de expresion
drgano-tejido especificos durante el desarrollo (Ligeng et al., 2005).

La mayoria de las plantas contienen DNAs que varian entre 10° a 10" pares de
bases. Alin cuando el maiz, Zea mays, no tiene el genoma mds grande reportado
en plantas (los miembros de la familia de las lilidceas tienen genomas mds grandes
que las gramineas) éste cuenta con 5.5x10° pb de DNA por nicleo haploide; otro
modelo vegetal, como Arabidopsis thaliana, tiene sélo el 1.27% del total del
genoma del maiz (Fosket, 1994).

El maiz es un cultivo de gran importancia agricola por su alta capacidad de
adaptacion y un elevado rendimiento. A pesar de que su ciclo de vida no es corto,
la facilidad de modificacién genética hace de esta planta un buen modelo par
trabajo en el laboratorio.

El estudio de la embriogénesis del maiz, por ejemplo, ha permitido describir
patrones temporales de desarrollo entre la parte subterrdneay la parte drea. En
el embrién temprano del maiz, los planos de divisién celular no son consistentes
entre una planta y otra, sin embargo, por el noveno o décimo dia de polinizacién,
un grupo de células con gran divisién celular se forma en la cara anterior del
embridn, marcando el sitio de divisién para la formacidn de la raiz y de la parte
aérea. Para el dfa trece, se pueden distinguir los dos nuevos primordios (apical y
radicular) y es en este momento cuando se inicia el desarrollo de la cofia de la
rafz. Este nuevo tejido puede distinguirse claramente en el dia 20 después de la
polinizacién. Durante los siguientes 25 dias, la cofia continla creciendo y sus
células se diferencian. A los 45 dias después de la polinizacion, el embridn se
desarrolla totalmente (Barlow, 1975; Leszek et al., 2002). La Figura 1 representa
el ciclo de vida de una planta de maiz.
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Figura 1. Esquema del ciclo del vida de Zea mays. Se observa el origen
del polen y el tubo polinico, asi como la emergencia de fa raiz. (Tomado
de Fosket, 1994).

En este trabajo nos ocuparemos solamente de la cofia de raiz y del polen, que
coinciden por ser sistemas no fotosintéticos, carentes de cloroplastos. A
continuacién se mencionan algunas de las principales caracteristicas de ambas
estructuras.

La raiz de maiz: la cofia

El sistema radicular de una planta empieza su desarrollo a partir de la radicula
del embridn. La radicula crece por fuera de la semilla después de que ésta
absorbe cantidades suficientes de agua para iniciar la germinacién, luego
continda su crecimiento como rafz primaria de la nueva planta. En condiciones
éptimas de germinacidn, una raiz primaria de maiz de tamatio promedio (dos a
tres centimetfros) se obtiene en periodos cortos de tiempo (dos a tres dias).



La punta de la raiz estd cubierta por un grupo de células en diferentes etapas de
diferenciacién que constituyen la cofia de la raiz. La cofia se origina a partir de
su propio meristemo y anatémicamente se ha dividido en regiones: células
iniciales, células de la columela, cofia lateral y células de la periferia o del borde
(Sievers y Braun, 1996).

El meristemo, llamado caliptrégeno presenta menor grado de diferenciacién y
altas tasas de divisién. Por su parte, las células de la columela tienen su origen en
una divisién periclinal que ocurre en la regién central del caliptrégeno. Estas
células se distinguen por su forma alargada y por su alto contenido de
amiloplastos muy desarrollados que se sedimentan en la parte inferior de la
célula en respuesta a la gravedad.

Conforme se producen nuevas células por el caliptrégeno, en los siguientes dos o
tres dias, las células de la cofia se desplazan a lo largo de ésta y eventualmente
grandes cantidades de ellas son liberadas hacia el medio y se diferencian en
células de la periferia, conservando su actividad metabdlica, pero con patrones
de expresién génica muy propios. La cofia estd en permanente flujo: nuevas
células se mueven constantemente a través de la cofia y van remplazando a las
miles de células de la periferia que serdn liberadas de la cofia conforme la raiz
crece a través del suelo. La cofia de mafz libera aproximadamente 10,000 células
por dfa. Hawes y colaboradores, han propuesto que las células que son liberadas
pueden influir en la expresién génica y en el comportamiento de algunos
patdgenos del suelo modificando para beneficio de la planta, la ecologia de la
rizésferay protegiendo asf a las rafces mds jévenes (Brigham et al., 1998).

Para el caso de plantas monocotileddneas, las células que corresponderian a la
cofia lateral se originan en el caliptrégeno, a diferencia las dicotiledéneas como
Arabidopsis, en donde las células de la epidermis y las de la cofia lateral tienen
un origen comin (von Guttenberg, 1968 en Ponce et al, 2000). En la Figura 2
podemos observar un esquema de la punta de la raiz de maiz y los principales
tipos celulares de la cofia.

Ademds de su estructura especifica y su patrén de crecimiento, ahora se sabe
que la cofia no participa solamente en el mantenimiento y proteccién del
meristemo apical de la raiz, sino ademds tiene muchas otras funciones
relacionadas con su desarrollo (Scheres et al., 1996) por ejemplo la percepcién
de estimulos ambientales y la secrecidn por exocitosis de mucilago - polisacdridos
hidratados que contienen azdcares, dcidos organicos, vitaminas, enzimas, otras
proteinas e iones que son liberados por vesiculas del aparato de Golgi de células
secretoras - que actida como lubricante del dpice de la raiz, protegiéndola de



daflos fisicos provocados a lo largo de su paso por obstdculos del suelo (Bacic et
al., 1986; Hawes et al., 2003). El mucilago participa de manera importante en la
fisiologla de la raiz produciendo un ambiente favorable a organismos benéficos
como bacterias y posiblemente a algunos hongos, favoreciendo las asociaciones
micorrizicas, ademds de facilitar la absorcidn de agua y nutrientes de la
rizésfera. Este mismo puede ser capaz de inmovilizar iones tdxicos e influye en la
relacion de las particulas del suelo y la superficie de la raiz, protegiendo a la
planta de largos periodos de desecacién (Aiken y Smucker, 1996; Ying-Feig,
1998).

cilindro central

meristemo proximal

-

centro quiescente

células — N\ ' .
BT T meristemo distal
Secretoras (imciales de columela)
% ] células de la

lumel
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QR
células del células
\_ borde secretoras

Figura 2. Esquema de la estructura de la punta de la raiz de Zea mays, mostrando la cofia'y
sus diferentes tipos celulares. Conforme ocurre una divisién celular en el meristemo de la
cofia, las filas de células se desplazan hacia la periferia de ésta. En la regién de la columela,
las filas de células exhiben diferentes morfologias debido a su especializacidn. Conforme
cada fila es desplazada, las funciones anteriores cesan y se inician nuevas funciones en las
células que se van diferenciando. El tiempo requerido para que la cofia entera sea
desplazada por un nuevo grupo de células, varia de 24 horas hasta siete dias, dependiendo de
las condiciones de crecimiento (modificade de Jiang et al., 2003 y Hawes et al., 2003)
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A pesar de que la cofia sélo cubre el meristemo de la raiz en los dpices radicales
de las plantas vasculares y no estd presente en plantas no vasculares como
hepdticas o musgos (Sievers y Braun, 1996), por ser una estructura con alta
capacidad regenerativa, funciona como buen modelo de estudio, por ejemplo para
entender organogénesis. La cofia de la rafz primaria de maiz tiene suficientes
células y por lo tanto un tamafio adecuado que facilita su identificacion y
desprendimiento in vitro. Cuando a una raiz de maiz se le desprende la cofia, ésta
dltima se restablece completamente en los siguientes tres o cinco dias. (Barlow,
1975).

El conocimiento de genes expresados en la raiz y en la cofia se ha fortalecido con
grandes avances, principaimente por estudios usando como modelo Arabidopsis
thaliana.

Un ejemplo es el trabajo de Birnbaum y colaboradores (2003) quienes utilizaron
la raiz de esta planta como modelo aprovechando su organizacién radial, su
desarrollo continuo a partir de un grupo de células y la existencia de lineas
transgénicas ya caracterizadas que expresan la proteina verde fluorescente,
GFP, (Green Fluorescent Protein) en poblaciones especificas de células que
facilita el andlisis de sus mensajeros. En ese estudio, los patrones de expresién
génica fueron analizados usando RNA de cinco diferentes tipos celulares que
hibridan contra un micro arreglo de 22,000 genes. Los autores demuestran que
5,717 genes (correspondientes al 54%) presentan expresion diferencial e
identifican la expresién de 884 genes de la cofia lateral en lo que [laman dominios
de expresién localizados. Asimismo, establecen dominios de expresién para
respuestas hormonales involucradas en el desarrollo de la raiz, asi como un
complejo patrén de regulacién de genes. El mapa de expresidn génica que
proponen correlaciona grupos de genes a destinos celulares especificos,
demostrando que la expresion no depende de las diferencias anatdmicas, datos
que constituyen el primer andlisis de patrones de expresidn de genes especificos
de un tipo celular en rafz.

Otro estudio de genes en raiz es el trabajo de Fizames y colaboradores (2004),
en el cual caracterizan el transcriptoma de la raiz de Arabidopsis utilizando un
andlisis serial de expresién génica, SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)
para identificar un gran nimero de transcritos presentes en rafz. En este caso,
les permitié identificar 270 genes con expresién diferencial entre raices y tallos
y algunos genes con alta expresién en raiz, pero sin representacidn significativa
en librerias SAGE de hojas y polen descritas en trabajos anteriores (Lee y Lee,
2003; Jung et al., 2003). Este resultado es una importante contribucién a los
estudios de expresion especifica y andlisis del transcriptoma (Fizames et al.,
2004),
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Mds recientemente, Jiang y colaboradores (datos no publicados), analizan el
perfil de expresidn génica en la cofia de raiz sobre un micro arreglo de genes de
arroz, comparando el meristemo proximal, el centro quiescente y la cofia de
mafz, reconociendo un total de 677 genes expresados preferenfemente en la
cofia, de los cuales 238 pudieron ser relacionados con una funcién ya establecida.
Dentro de la distribucién funcional de los genes de la cofia, destacan por su
abundancia aquellos relacionados con estrés bidtico y abidtico asi como algunos
transportadores. El trabajo revela nuevos genes y vias asociadas con
transduccién de sefiales, regulacion pos-transcripcional, respuestas mediadas por
etileno y auxinas. Ejemplos de los resultados obtenidos por estos autores se
muestra en la Tabla I.

Tabla I. Genes con patrones de expresién especificos en la cofia de la raiz de Zea mays
(fomado de Jiang et al., datos no publicados).

Categorias Ejemplos
Metabolismo de carbohidratos Sacarosa sintasa, genes de la via de manosas
Estrés oxidativo Glutation reductasa, tiorredoxina #

Estrés abiético y bidtico Poliubiquitinas, proteinas de choque caldrico,
inhibidores de cistelnprotfeasas,

Pared celular Cinamoil-CoA-reductasa

Regulacién hormonal Genes de vias de respuesta a efileno, genes

estimulados por giberelinas

Transportadores Transportadores de prolinas, de poliamina, de
histidina, de fosfatasas de nitratosy de azicares,
ATPasa de protones en membrana

Regulacion pos-transcripcional Protein disulfido isomerasa

El polen de maiz: el tubo polinico

El gametofito masculino de las angiospermas, conocido como grano de polen,
contiene toda la informacidn genética requerida para su unién con el gametofito
femenino durante la fertilizacién y la formacién de un nuevo esporofito. En
plantas superiores, el polen es haploide, bi o trinucleado y termina su desarrollo
en la antera, una estructura esporofitica.

Estructuralmente el grano de polen se distingue por tener doble pared celular
compuesta por una capa interna llamada intina y una externa llamada exina
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(Mauseth, 1991). La intina generalmente se diferencia por sus microfibrillas
celulésicas y zonas ricas en pectinas. A su vez, la exina se divide en una parte
externa, la sexina, y una parte interna, la nexina. La pared celufar del grano de
polen presenta caracteristicas quimicas y morfoldgicas muy particulares,
principalmente por la presencia de la esporolenina que es un polimero de
naturaleza terpenoide que no se encuenira en ninguna otra estructura de la
naturaleza. La esporolenina estd compuesta por subunidades de carotenoides y es
extremadamente resistente a la degradacién, ya sea por enzimas o quimicos,
incluyendo los dcidos fuertes. Es gracias a la estabilidad que le confiere este
polimero que los granos de polen pueden sobrevivir a largos periodos manteniendo
su morfologia y en algunos casos, su viabilidad (Esau, 1977).

En estados tardios o avanzados del desarrollo del polen (cuando la capa del
tapetum de la pared de la antera se desintegra) los contenidos celulares son
depositados en la superficie del grano formando la capa llamada trifina (Taylor y
Hepler, 1997). La composicidn de éste material es heterogénea e incluye ceras,
lipidos, proteinas y pequefias moléculas aromdticas como carotenoides,
flavonoides, jasmonatos, fenoles y brasinosteroides (Mandava, 1988; Guyon et
al., 2000).

El desarrollo del polen ocurre en el interior de la antera llamado I6culo. Al igual
que en animales, el desarrollo de los gametos en plantas también ocurre bajo el
cuidado de células somdticas "cuidadoras”, las células del tapetum, que forman la
pared interna del I6bulo de la antera. Existen evidencias citoldgicas, genéticas y
moleculares que confirman el papel central del tapetum en el desarrollo del polen
(Twell et al., 1989; Bedinger, 1992). Por ejemplo, un gen citotdxico expresado en
tabaco transgénico bajo el control de un promotor especifico del tapetum, lo
destruye causando que el polen no se desarrolle (Bedinger et al., 1994).

En la antera se produce una tétrada de microsporas haploides después de que la
meiosis se ha completado. La divisién de la microspora requiere de dos dias en el
maiz. Al final de este perfodo, el ndcleo de la microspora se divide para formar
dos células, la célula vegetativa y la célula generativa con diferentes cantidades
de citoplasma.

En la planta de mafz la célula generativa se divide una vez mds formando dos
células espermdticas. El perfodo para que se complete la mitosis de la microspora
hasta la dehiscencia de las anteras, serd de seis a siete dfas. Una vez liberado el
grano de polen maduro, éste serd libre hasta antes de ser depositado en el
estigma de la flor. Alli comienza otra fase de su desarrollo, cuando se hidrata,
germina y, a través de un poro, emerge el tubo por donde el esperma es
transportado al gametofito femenino (Bedinger, 1992; Mascarenhas, 1993). En la
Figura 3 se observa una representacidn esquemdtica de un tubo polinico{maiz).
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Figura 3. Representacidn esquemdtica de un grano de polen de maiz germinando. A)
Dentro del citoplasma los organelos, células espermdticas y niicleo vegetativo,
mantienen una posicidn relativa respecto a la punto conforme migran. Los tapones de
calosa se forman detrds del citoplasma una vez que éste se desplaza alejdndose del
grano de polen. B) se muestra una parte del estilo, la posicidn del tejido de
transmisién y el tejido vascular. Se esquematiza sobre el estilo un grano de polen de
maiz y el tubo polinica llegando hasta el tejido de transmisién (tomado de Bedinger et
al., 1994).

El grano de polen maduro contiene RNAs mensajeros (mRNA) sintetizados a lo
largo de todo su desarrollo, cuyos productos serdn utilizados durante la
germinacién y el crecimiento inicial del tubo polfnico (Mascarenhas, 1990;
Frankis, 1990), asf que cuando el grano de polen cae sobre un estigma receptivo,
el RNA almacenado, las proteinas y las moléculas bioactivas, permiten una
germinacidn rdpida y la formacién de un tubo que penetra y crece en el estilo
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(Taylor y Hepler, 1997). La pared del tubo polfnico ademds tiene una cubierta
interna de calosa cubierta por una capa fibrilar externa compuesta de pectinas
con hemicelulosa y celulosa (en el polen no germinado, la pectina se encuentra
acumulada en los poros por los que emerge el tubo polinico). La calosa estd
ausente en la punta del tubo polinico. La pared de éste es quimicamente
diferente a las paredes celulares de células somdticas, principalmente por la
presencia de calosa (B(1-3) glucano) y o(1-3) arabino)(Esau, 1977).

El tubo polinico crece de manera descendente a lo largo del estilo y hacia el saco
embrionario que contiene el évulo. El tubo polinico debe penetrar la superficie del
estigma lo cual logra mediante la secrecién de enzimas, por ejemplo cutinasas.
Crece por elongacién debida a la deposicion de material de pared celular
(pectinas, calosa y pequefias cantidades de celulosa) enfre las células del estilo,
inclusive algunas veces a través de canales especiales. A lo largo de su recorrido,
es capaz de reconocer estimulos que le permiten alcanzar el gameto femenino y
es protegido y alimentado por el tejido esporofitico. Las secreciones del tejido
estilar son las que se encargarén de guiar y nutrir al tubo polinico hasta su
llegada al évulo. Casi todo el citoplasma es localizado en la punta del tubo polinico,

el resto del tubo y el grano de polen, contienen una vacuola (Frankling-Tong,
1999).

Este tipo de crecimiento (llamado crecimiento en punta) es poco usual y asi como
sucede en los pelos radicales de las raices (Schiefelbein et al., 1993) y en las
hifas de los hongos, consiste principalmente en la elongacién de la punta, mds que
por extension longitudinal de las paredes o divisién celular, que es el patrén
normal de crecimiento en las plantas superiores.

Cuando el tubo polinico entra al micrépilo del évulo, alcanza el saco embrionario
en donde las células espermdticas son descargadas, una de ellas migra hacia la
célula huevo estableciendo el cigoto. El segundo niicleo espermdtico liberado
migra desde la sinérgida hasta la célula central, formando el endospermo
(Mauseth, 1991). Entonces, el propdsito final del largo crecimiento del tubo
polinico es la deposicién de dos células esperméticas en el saco embrionario,
permifiendo la doble germinacidn, por lo que su crecimiento se considera esencial
en la reproduccién sexual del saco embrionario (Hepler et al., 2001).

Ademds de su participacién en la reproduccidn sexual, con un importante efecto
bioldgico, el tubo polinico es un atractivo sistema de estudio para el crecimiento
celular y la morfogénesis (considerando que no existe division celular), asi como
para el reconocimiento célula-célula, comunicacién y sefializacién intra e
intercelular (Bedinger, 1992; Feijo et al., 2001). Su crecimiento es un proceso
con caracteristicas importantes y lnicas: alcanza tasas de crecimiento hasta de 1
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cm/hora en maiz; es altamente polarizado, concentrado en la punta y posee un
mecanismo para guiarse que determina su direccién (Bedinger, 1994).

Dado que el tubo polfnico tiene un papel importante dentro del ciclo reproductivo
de las plantas, los estudios bioguimicos y moleculares que lo describen han
incrementado, principalmente aquellos encaminados a la caracterizacién de genes
especificos del polen. A pesar de su estructura considerada algunas veces tan
simple, la produccién de un grano de polen funcional involucra una serie de
procesos paralelos regulados por desarrollo y requiere de la expresién de un gran
nimero de genes esporofiticos, como aquellos del tapetum de la pared de la
antera y gametofiticos del nicleo vegetativo y generativo muchos de ellos érgano
o tejido especificos (McCormick et al., 1981, Mascarenhas et al., 1984; Sari-
Gorla et al., 1997; Taylor y Hepler, 1997).

Los estudios de fisiologia y biogufmica del polen cldsicos realizados en la década
pasada (principalmente por el grupo de Mascarenhas y colaboradores) y
actualmente reforzados con avances a nivel genético, ya hablaban de un grupo
reducido de genes involucrados en el desarrollo del polen, su crecimiento y las
funciones de interaccidn con el tejido femenino (Pina et al., 2005).

En angiospermas la diferenciacién y el desarrollo del gametofito masculino
dependen de la expresidn del genoma haploide después de una meiosis. Los granos
de polen maduros contienen RNA cuyas protefnas funcionan durante los estados
de maduracién del tubo polfnico y su germinacién. Cuando el grane de polen sale
de la antera contiene mRNAS ya sintetizados. La complejidad del mRNA en polen
de maiz es de 2.4 x 107 nucléotidos, es decir, 24,000 diferentes mRNAs. Se ha
estimado ademds que el 10% de las secuencias expresadas en polen son
especificas para éste, por lo que se propone que el programa genético del polen
en desarrollo es extensivo y con gran coincidencia (90%) entre la actividad de
genes en el gametofito masculino y el esporofito (Mascarenhas y Frankis, 1980
Mascarenhas, 1990).

Asf, dentro de los trabajos enfocados a reconocer aquellos genes que se
expresan especificamente durante la germinacién del polen, se han encontrado
poligalacturonasas, extensinas, cinasas e inhibidores de proteasas, por mencionar
algunos que se resumen en la Tabla II.
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Tabla II. Ejemplos de genes de polen expresados durante la germinacion del tubo polinico
(Modificada de Taylor y Hepler, 1997).

Gen Funcién Localizacién Determinado por
COPK Proteina cinasa Polen en germinacién  Northern blot, Western blot y
dependiente de Ca® supresion por oligonucledtidos
antisentido
Pex! Quimera semejonte a  Pared celular del tubo  Inmunolocalizacién
extensina polinico, capa
de calosa
PGco Poligalacturonasa Pared celular del tubo  Inmunolocalizacidn, plantas
polinico transgénicas (tabaco), actividad
del gen reportero GUS
Wz247  Poligalacturonasa Punta del tubo polinico Plantas transgénicas (tabaco),

deteccién de expresién
transitoria del gen reportero

6US
Zml3 Inhibidor de proteasas Citoplasma de Hibridacidn in situ
(homélogo a LAT52)  la célula vegetativa
ZmPRKI  Receptor cinasa Pared celular de! tubo RT-PCR con oligonucledtidas
polinico degenerados
Rop 1 GTPasa Punta del tubo polinico Obtencidn de lineas transgénicas
en germinacidn en Arabidopsis que

sobreexpresan Ropl

Algunas abreviaturas: CDPK (calcium-dependent protein kinase), Pex! (pollen extensin-like
protein), P5c9 (cytoplasmic polygalacturonase), Zmi3 (Zea mays, inhibidor de proteasas),
ZmPRK1 (Zea mays serine-threonine protein kinase), LA T (late pollen-specific protein).

La posibilidad de convergencia en el patrén de expresion génica entre
la cofia de raiz y el polen de maiz

Durante afios se han identificado genes que se expresan de manera especifica en
un drgano o en un tejido. Un ejemplo eran las nodulinas en leguminosas, cuya
expresién se relacionaba exclusivamente con la presencia de nédulos, érgano
donde las bacterias llevan a cabo la fijacién de nitrégeno. Actualmente, se ha
comprobado que muchas nodulinas se expresan también en otros drganos de las
plantas y participan en otros eventos distintos a la simbiosis. Por ejemplo, la
expresién de la leghemoglobina, nodulina encargada del transporte de oxigeno, se
ha detectado en raiz. La uricasa II, una nodulina tardfa encargada de producir
ureidos que el nédulo simbidtico transporta hacia la parte aérea, ha sido
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detectada en los cotiledones, raiz e hipocétilo de frijol en desarrollo y en raices,
tallos y hojas de plantas adultas de Leucaena, sugiriendo una nueva funcién en el
metabolismo y desarrollo de la planta no simbidtica (Capote-Mainez y Sdnchez,
1997). Este tipo de resultados resalta la importancia de los andlisis de expresidn
génica y su posible convergencia, adn de transcritos ya caracterizados.

A pesar de que la regulacién de la expresién génica es mas complicada de
entender que fa estructura misma de un gen (Rubin, 2001), los perfiles de
expresidn de distintos genes han sido determinados y comparados por distinfos
métodos experimentales. Fue en estudios con isoenzimas que se sugirié la
posibilidad de coincidencia en los patrones de expresién esporofitica y
gametofitica. En maiz, centeno y tomate, del 60 al 72% de las isoenzimas
analizadas se expresan tanto en tejidos gametofiticos como esporofiticos
(Tanksley et al., 1981; Sari-Gorla et al., 1986; Pedersen et al., 1987).

Twell y colaboradores (1989), caracterizan tres genes de expresién tardia
(LATS6, LATEZ y LAT5Y, llamados asf por late expression) expresados en polen
de tomate que muestran secuencias similares a proteinas degradadoras de
pectinas. Por medio de un andlisis tipo Northern blot, encuentran que LATS9 es
expresado en la pared celular de la antera y mediante una fusién LAT-GUS en
plantas transgénicas, observa también expresién en cofia de raiz y en el
endospermo de jitomate.

Mediante estudios de cinética de hibridacién tipo Northern blot, se confirmé la
convergencia de patrones de expresién gametofitica-esperofitica, antes
mencionado, asi como la complejidad de la expresién génica haploide. Estos
resultados permitieron sugerir, por ejemplo, que el polen de Tradescantia
paludosay Zea mays contienen aproximadamente de 20,000 a 24,000 secuencias
diferentes de mRNA (Willing y Mascarenhas, 1984; Willing et al., 1988). Para
estas especies, la coincidencia entre los mensajeros presentes en la raiz y en el
polen es de 65%.

En otros trabajos de hibridacién con bancos de cDNA, se sugiere que la mayoria
de los mRNAs expresados en polen muestran coincidencia en el esporofitoy en el
gametofito y que sélo el 10% de los mensajeros expresados en polen pueden ser
considerados como especificos de polen (Stinson et al., 1987: Mascarenhas,
1990; Honys y Twell, 2003). Sin embargo, en estas estimaciones no se consideran
las hibridaciones-cruzadas entre genes miembros de familias relacionadas.

Debido a que el crecimiento del tubo polinico puede compararse al descrito en
pelos radicales de la raiz, existen numerosos estudios que describen mecanismos
similares para ambas estructuras, por ejemplo, evidencias del control de
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crecimiento por actina y gradientes de calcio localizados en la punta mediados
por GTPasas. El trabajo de Jones et al. (2002), consistié en la caracterizacion de
un gen polen-especifico de Arabidopsis que se habian descrito como involucrado
en controlar el crecimiento polar de tubos polinicos. El interés consistia en
determinar si esas proteinas denominadas Rops tenian un papel andlogo en las
células de los pelos radicales. El crecimiento de punta en pelos radicales y tubos
polinicos, estd dirigido por gradientes de iones de calcio de la punta a la base
(Joss et al., 1994). Sin embargo, el crecimiento de los pelos radicales es ademds
dirigido por una polaridad enddgena que no se encuentra en los tubos polinicos
(Bibikova et al., 1997). De manera similar, la polaridad en el crecimiento de los
pelos radicales estd mediada por microtidbulos, mientras que la elongacidn del
tubo polinico es casi independiente de éstos (Joos et al., 1994). Pero a pesar de
las diferencias establecidas entre los pelos radicales y los tubos polinicos,
muchos aspectos del papel de Rop2 en el control del crecimiento en punta de los
pelos radicales, son similares a aquellos de Ropl -en los tubos polinicos. Hay
evidencias que sugieren que Ropl controla el crecimiento de punta de los tubos
polinicos a través de sus efectos en F-actina localizada en la punta y los
gradientes de calcio en ese mismo lugar. Rop2 parece regular el crecimiento de
punta de pelos radicales mediante un mecanismo similar (Joss et al., 1994).

Otro ejemplo para tratar de determinar si el polen y la cofia tienen algdn punto
de convergencia génica, es ZmMADSZ, el cual, a pesar de ser definido como un
gen expresado en polen y durante la germinacidn del tubo polinico, Heuer y
colaboradores (2000), también detectan una baja expresion en las puntas de la
rafz y falta de expresién en otros tejidos meristemdticos, cuando tamizaban una
librerfa de cDNA de mafz en bisqueda de clonas codificantes para factores de
transcripcién. Asf como ZmMADSZ, \a expresién en polen y en ralces también se
ha descrito para una protefna dedos de zinc en petunia, Rho6TPasa de chicharo y
STP4, una transportador de monosacdridos en Arabidopsis. Como perspectivas de
su trabajo, Heuer propone el aislamiento de genes blancos y el andlisis de
mutantes de genes como ZmMADS2 por knock-out, para obtener mds
informacidn sobre regulacidn por proteinas MADS-box y posibles procesos
comunes entre el polen y las raices.

Actualmente, con el uso de métodos experimentales mds avanzados, entre los que
se encuentran la cuantificacién de hibridaciones DNA-RNA, hibridaciones
sustractivas, elaboracién de bancos sustractivos de cDNA, differential display.
macro y micro arreglos, SAGE y MPSS (Massive Paralle/ Signature Sequencing),
se pueden medir de manera simultdnea la abundancia de miles de transcritos, su
expresidn génica y los cambios en ésta, permitiendo realizar estudios a gran
escala (Kaufman et al., 1995; Lockhart, 2000). Sin embargo, la mayoria de estos
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trabajos se han hecho solamente utilizando algunos modelos como Arabidopsis
thaliana, tanto para drganos reproductivos (estambres, pistilos, silicuas y
semillas), como para los vegetativos (raiz, tallo y hoja), aprovechando que su
genoma ha sido totalmente secuenciado.

Estudios recientes con hibridaciones RNA-DNA han revelado mucho sobre la
complejidad del mRNA en seis tipos de érganos de tabaco (MNicotiana tabacum),
sugiriendo que aproximadamente de 24,000 a 27,000 especies de mensajeros
estdn presentes en hoja, raiz, tallo, pétalos, anteras y ovarios (Ligeng et al.,
2005). Sin embargo, estos datos proveen muy poca informacidn sobre las
identidades y la abundancia relativa de las especies de mensajeros individuales
expresados en cada tejido. Otros estudios para determinar los patrones de
expresién de genes en plantas, incluyen andlisis Northern blot e hibridaciones in
situy a pesar de que estos métodos nos dan mds detalles sobre dénde y cudndo
se expresa un gen, sélo se han aplicado para un grupo reducido de genes.

Honys y Twell (2003), presentan un extenso estudio del transcriptoma de polen
de Arabidopsis, basado en andlisis de micro arreglos, considerado como el primer
intento para caracterizar el transcriptoma del gametofito sobre todo el genoma.
En comparacidn con el transcriptoma del tejido esporofitico durante el
desarrollo, el de polen no resulta ser tan complejo, pero si presenta una
composicion muy peculiar. Los autores identifican 992 mRNAs expresados en
polen, que corresponde al 40% de los descritos como especificos de éste. Un
andlisis de la composicién funcional del transcriptoma de polen, muestra sobre-
expresion de mRNAs que codifican para proteinas relacionadas con el
metabolismo de pared celular, citoesqueleto y sefializacion y, por otra parte, una
baja representacién de mRNAs involucrados con la transcripcidn, sintesis de
proteinas y metabolismo. Con este tipo de estudios ademds se confirma la
convergencia en expresién génica, pues 61% de los genes son expresados en el
esporofito-gametofito, que otros autores ya habian descrito para tres especies.
Otro antecedente del andlisis del transcriptoma en el tejido esporofitico, son los
trabajos descritos para epidermis de la hoja y células del mesdfilo de
Arabidopsis (Honys y Twell, 2003).

En el mismo afio, Lee y Lee caracterizan los patrones de expresion de polen de
Arabidopsis utilizando un andlisis tipo SAGE. De acuerdo a sus resultados, los
autores concluyen que los perfiles de transcripcién del polen confirman la funcién
reproductiva de éste. Una clasificacién funcional de los genes expresados en el
gametofito masculino, revelan que e! 40% de los franscritos estdn involucrados
en biogénesis de pared celular (pectina metilesteras, poligalacturonasas y
pectato liasas). Nuevamente, como lo habian descrito Honys y Twell (2003), los
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genes con menor expresiéh son los relacionados con energia y sintesis de
proteinas (cuya expresidn se observa preferentemente en hojas).

En el trabajo de Lee y Lee se determina la expresién de genes de polen bajo una
condicién de estrés, tratamiento en frio. A pesar de que la gran mayoria de
franscritos no se alteran bajo condiciones extremas (0°C), el crecimiento del
tubo polinico y la produccién de semillas si se reducen, asi como los niveles de
expresién de algunos genes involucrados en la aclimatacién al frio, confirmando
que el polen sea catalogado como sensible al frio. Uno de los datos novedosos que
presentan en este trabajo es la comparacién de transcritos de células de polen
con aquellos identificados en otros tejidos. Como datos importantes, se muestran
que el nimero de transcritos dnicos en polen compartidos con pldntulas y semillas
fue de 42 y 547% respectivamente, porcentaje que coincide con evidencias
anteriores para T. pafudosa, maiz y Arabidopsis (Willings y Mascarenhas, 1984;
Willing et al., 1988; Honys y Twell, 2003). Entre los transcritos que se
observaron dos o mds veces en polen, solamente el 10% son comunes con hojas y
12% con pldntulas. Por otro lado, entre los dos tejidos vegetativos, pldntulas y
hojas, encontramos una afinidad del 40%. Con base en estos porcentajes, los
autores concluyen que esto implica que el sistema de regulacién génica en el polen
es diferente a la de los otros dos tejidos vegetativos (Lee y Lee, 2003). Adn
cuando los datos arrojados por este estudio parecen reducir la posibilidad de
convergencia en expresion génica entre polen y cofia (que es la hipdtesis de este
trabajo) tampoco la descartan en su totalidad.

Trabajos de Ligeng y colaboradores en 2005, concluyen que cada dérgano o tipo
de tejido tienen un patrén de expresidn génica definido y que es posible hablar
de una convergencia de expresidn génica entre drganos, el cudl estd muy
relacionado con la analogia bioldgica de los tipos de tejidos.

Pero ¢qué funciones pueden tener en comin la cofia de la rafz y el polen o el tubo
polinico? Mencionaremos a continuacién algunas de las posibles coincidencias
entre estas dos estructuras, principalmente, durante el desarrollo de sus
principales funciones bioldgicas, que son asegurar la reproduccién y el
crecimiento que permitan, a un largo plazo, la continuidad de la especie.

Tanto el polen como la cofia de raiz son estructuras que responden a estimulos
trépicos, como gradientes de humedad (hidrofropismo) o sustancias quimicas
(quimiotropismo). El grano de polen es capaz de reconocer estimulos que le
permitan al tubo polinico alcanzar el gameto femenino a través del estilo; esto es,
muestra un comportamiento quimiotrdpico. Por su parte, la raiz reconoce
estimulos que le permiten un crecimiento en un medio favorable. Por ejemplo,
ante el fenémeno de gravedad se han identificado células con amiloplastos
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situadas en la region central de la columela como las células gravireceptoras. Los
estimulos quimicos y/o fisicos percibidos por ambas estructuras promueven
respuestas trépicas reguladas.

En angiospermas la interaccién entre el estigma y el grano de polen es el primer
evento de reconocimiento para iniciar la fertilizacién. El grano de polen, a través
del tubo polinico se comunica de manera directa con el estigma de la flor con
lfpidos, polisacdridos y glicoproteinas de la superficie estigmdtica. Esta
interaccién polen-estigma es dirigida por exudados en el caso de los estigmas
himedos o por la cubierta del grano de polen para aquellas especies con estigmas
secos, como el maiz.

Ahora se conoce mds acerca de cémo ocurre la atraccién del tubo polinico hacia
el saco embrionario. Se han descrito los factores esporofiticos que se expresan
en el estigma y en el estilo y que pueden ser claves para que el tubo polinico
llegue e ingrese por el micrdpilo para descargar las células espermdticas, por
ejemplo, proteinas especificas del tejido de transmisién-TTS-, dcido gama-amino
butirico en Arabidopsisy quemocianina en lili (McCormick y Yang, 2005), incluso,
existen mutantes como magatama, en Torenia fournieri, feronia y sirena en
Arabidopsis thaliana, cuyos estudios concluyen que la sefial guia puede provenir
de las células sinérgicas del évulo. Marton y colaboradores describen un péptido
pequeiio como la posible molécula involucrada en el inicio de la doble fertilizacién,
sin embargo, McCormick y Yang, descartan esta idea argumentando que este
proceso ocurre de manera mds integral y su explicacién no debe reducirse a una
tnica molécula (Marton et al., 2005).

Por otra parte, tanto la cofia como el tubo polinico, pasan por procesos de
desecacion ya sea naturales o debidos al medio externo.

Cuando el polen es liberado de la antera estd parcialmente deshidratado, con un
contenido de agua de 6 a 60% (el grado de deshidratacion varia segin la
especie), pero a pesar de esta pérdida de agua, éste serd viable si los cambios
que ocurren son reversibles durante la rehidratacién (Taylor y Hepler, 1997).
Durante una primera fase habrd intercambio de sefiales entre el polen y el
estigma. Posteriormente se presenta una invaginacién de la intina por la zona de
colpos y la formacién de una extensién que llegard a las papilas del estigma. Si la
superficie del estigma estd humectada, es posible una rdpida difusién de
protefnas y glicoproteinas del grano de polen cuando éste se deposita en la
superficie femenina  ( materiales difundidos provenientes de la exina 'y de la
intina). También en las papilas del estigma se han identificado glicoproteinas
encargadas del reconocimiento e hidratacién del grano de polen. Cuando el agua
se mueve desde el estigma hasta el grano de polen, éste requiere de la sintesis
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de proteinas, como pectinas de la exina que rodean el drea del sitio de
emergencia del tubo polinico. Evidencias recientes sugieren que la hidratacion
puede estar mediada por acuaporinas (Mu et al., 1994; Ikeda et al., 1997 Tung et
al., 2005),

La ornamentacidn de la exina permite tener una superficie idénea para almacenar
sustancias solubles que son importantes para la interaccién del tubo polinico con
el estigma. La superficie del estigma generalmente es himeda, lo que permite que
haya una buena difusién de proteinas y glicoproteinas desde la exina (de la cual
son liberados en segundos) y de la intina (de la cual salen en minutos) a través de
las aperturas. Estos materiales que interactdan en la superficie del estigma
incluyen probables glicoproteinas. Este tipo de interacciones afectan las
cualidades adhesivas del estigma permitiendo que el grano del polen se adhiera
de manera casi permanente, son estas mismas interacciones las que facilitan la
germinacién e hidratacién del grano de polen con el subsecuente crecimiento del
tubo polinico.

Asimismo, todos estos procesos pueden ser impedimentos de germinacién en caso
de que en la superficie existan granos de polen incompatibles. La difusién de
materiales desde la pared celular a la superficie del estigma es un ejemplo del
reconocimiento célula-célula. En las gramineas, la inhibicién de la hidratacion de
los granos de polen es un paso importante en la reaccién de incompatibilidad.

La raiz también tiene la capacidad de prevenir desecacién en la planta. Una de las
funciones del mucilago, con ayuda de las células que se desprenden del borde de
la cofia, es la de disminuir la resistencia ocasionada por la friccion durante el
crecimiento en el suelo y proteger a la raices en crecimiento de la posible
abrasién por las particulas del suelo (Matsuyama et al., 1999). Las
arabinogalactanas (componentes del mucflago) se unen a las particulas del suelo y
aseguran que se mantenga las capas o peliculas de agua, confiriendo una gran
capacidad de retencién de ésta dentro y alrededor de la raiz.

Otro aspecto en comin puede ser a nivel de estructura de la pared celular. Para
que el tubo polfhico y las células de la cofia puedan migrar y alargarse en el
interior de estructuras o en el medio externo respectivamente, se debe pensar
en células con cierta flexibilidad de pared celular para un rdpido crecimiento. En
el caso del tubo polinico se requieren paredes celulares flexibles en las que se
han observado expansinas y extensinas que les permiten ser suficientemente
sélidas para poder penetrar la cuticula del estigma de la flor, atravesar varias
capas celulares disolviendo la lamela media, alcanzar el tejido transmisor y
alargarse hasta llegar al saco embrionario (Brett y Waldon, 1990). Incluso desde
el momento en que el grano de polen es depositado en el estigma, existe una



barrera para la hidratacién y germinacién del polen que debe ser eliminada por
accidn de cutinasas (esterasas) presente en la capa mds externa del estigma y de
la superficie del grano de polen (Tung et al., 2005; Edlund et al., 2004).

La polinizacién segura implica la expansién o relajamiento de la pared celular de
las papilas del estigma y del tejido de transmisién de a matriz extracelular para
que el tubo polinico pueda crecer. Sin embargo, se sabe poco sobre la expansion
de esta pared y las sefiales implicadas en esta interaccién. Imdgenes de
microscopia electrénica han demostrado que cuando el tubo polinico crece, invade
las paredes celulares expandidas de las papilas estigmdticas creciendo entre las
capas internas y externas de éstas (Tung et al., 2005) lo que implica un previo
reconocimiento.

Por su parte, la cofia responde a sefiales externas mediante la activacion de
enzimas que degradan la pared celular hidrolizando los polimeros presentes en
éstas, ocasionando la separacién de las células del borde (Hawes et al., 2003). En
el desarrollo del grano de polen se conocen genes que codifican para estas
mismas enzimas proteoliticas de las cuales ain no se conoce su funcidn.

Finalmente, un aspecto también importante que nos puede acercar a explicar la
posible convergencia entre patrones de expresién génica en polen germinado y la
cofia de la raiz, es que en ambos casos podemos hablar de “desplazamiento
celular”, en el caso del polen germinado, recordemos que su crecimiento es por
elongacién de una misma célula que traslada nicleos que deben llegar al
gametofito femenino. En el caso de la cofia de raiz existe la diferenciacién de
células desplazadas por su propio meristemo que las aleja del punto original,
donde fueron producidas.

Como antecedentes del presente trabajo consideramos que en el laboratorio se
han caracterizado cinco clonas gendmicas obtenidas de un banco de cDNA de
cofia de maiz: ZmC103, ZmC106, ZmC109, ZmC123 y ZmT101T (Ponce et al.,
2000). Después del andlisis de secuencia de cada una de ellas, se determiné que
la clona ZmC109 codifica para una proteina arabinogalactana, que es un
proteoglicano abundante en secreciones vegetales importante para la
comunicacion intercelular, el desarrollo de érganos reproductores, la
embriogénesis somdtica, la defensa de la planta y la adhesién entre estructuras.
Sirve también como lubricante, humectante y controladora del crecimiento del
tubo polinico en algunas especies como tabaco (Fincher et al., 1983; Majewska-
Sawka y Nothnagel, 2000).

La secuencia de aminodcidos para la clona ZmC106 presenta alta identidad con
GDP-D-manosa-4,6-dehidratasas de Arabidopsis (T7%), Escherichia coli (57%),
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células HL-60 (55%) y cerebro de humano (54%), enzima que cataliza el primer
paso en la sintesis de novo de GDP-L-fucosa (Ponce et al., 2000).

La clona ZmC123 codifica para una posible proteina rica en glicina (6RP), una
clase de proteina estructural de la pared celular que participan en el desarrollo
del tejido vascular (Cassab, 1998) que también se han localizado en tejidos no
vasculares como la cofia (Ponce et al., 2000) sugiriendo que pueden participar en
otros procesos; por ejemplo, se han relacionado con la acumulacién de almidén y
diferenciacién de amiloplastos durante el desarrollo de la antera y la formacién
del polen (Mousavi et al., 1999).

Una de las mds recientemente caracterizada es la clona ZmC103 que codifica
para una proteina UDP-galactosa-4-epimerasa (83% de identidad), enzima que
cataliza la conversién reversible de UDP-D-glucosa a UDP-D-galactosa utilizada
en la biosintesis de polimeros de la pared celular y en semillas de algunas
leguminosas, estas moléculas funcionan como reserva energética y para la
absorcién de agua. La secuencia de la dltima clona, ZmT101T, tiene similitud con
una protefna de cofia de raiz de arroz, de la cual ain se desconoce su funcion,
representando un gen no caracterizado.

JUSTIFICACION

Es durante los ltimos afios y con el uso de técnicas avanzadas de biologia
molecular, que se han descrito mds genes con expresién especifica en polen,
generalmente asociados con el crecimiento del tubo polinico. Sin embargo, el
ndmero de éstos y los patrones de expresién génica comparados con genes
expresados en otros tejidos ain no es muy claro y existen pocos trabajos que
analicen este tipo de convergencias.

Continuando con el trabajo del laboratorio sobre caracterizacidn de genes con
patrones de expresidn en la cofia, se podrdn establecer nuevas funciones para
éste tejido y explorar su probable coincidencia en la expresién génica con otras
estructuras de la planta que presentan necesidades similares como por ejemplo
el tubo polinico.

El estudio de la convergencia en el patrén de expresién entre genes, puede
acercarnos a proponer mecanismos involucrados en el crecimiento celular y
morfogénesis en células, tejidos u érganos con respuestas muy especificas a
necesidades ambientales, como aquellas que parecen compartir el polen y la cofia
de maiz.
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células HL-60 (55%) y cerebro de humano (54%), enzima que cataliza el primer
paso en la sintesis de novo de GDP-L-fucosa (Ponce et al., 2000).

La clona ZmC123 codifica para una posible proteina rica en glicina (GRP), una
clase de proteina estructural de la pared celular que participan en el desarrollo
del tejido vascular (Cassab, 1998) que también se han localizado en tejidos no
vasculares como la cofia (Ponce et al., 2000) sugiriendo que pueden participar en
otros procesos: por ejemplo, se han relacionado con la acumulacién de almidén y
diferenciacién de amiloplastos durante el desarrollo de la antera y la formacion
del polen (Mousavi et al., 1999).

Una de las mds recientemente caracterizada es la clona ZmC103 que codifica
para una proteina UDP-galactosa-4-epimerasa (83% de identidad), enzima que
cataliza la conversidn reversible de UDP-D-glucosa a UDP-D-galactosa utilizada
en la biosintesis de polimeros de la pared celular y en semillas de algunas
leguminosas, estas moléculas funcionan como reserva energética y para la
absorcidén de agua. La secuencia de la dltima clona, ZmT101T, tiene similitud con
una proteina de cofia de raiz de arroz, de la cual aiin se desconoce su funcién,
representando un gen no caracterizado.

JUSTIFICACION

Es durante los dltimos afios y con el uso de técnicas avanzadas de biologia
molecular, que se han descrito mds genes con expresidn especifica en polen,
generalmente asociados con el crecimiento del tubo polinico. Sin embargo, el
nimero de éstos y los patrones de expresién génica comparados con genes
expresados en otros tejidos aln no es muy claro y existen pocos trabajos que
analicen este tipo de convergencias.

Continuando con el trabajo del laboratorio sobre caracterizacién de genes con
patrones de expresidn en la cofia, se podrdn establecer nuevas funciones para
éste tejido y explorar su probable coincidencia en la expresién génica con otras
estructuras de la planta que presentan necesidades similares como por ejemplo
el tubo polinico.

El estudio de la convergencia en el patrén de expresién entre genes, puede
acercarnos a proponer mecanismos involucrados en el crecimiento celular y
morfogénesis en células, tejidos u érganos con respuestas muy especificas a
necesidades ambientales, como aquellas que parecen compartir el polen y la cofia
de maiz.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Si se considera que existen funciones similares para el grano de polen y la
cofia de maiz, entonces es posible que exista convergencia en patrones de
expresion génica entre ambas estructuras.

OBJETIVOS

Como objetivo general se propone determinar si existen patrones comunes de
expresidn génica y convergencia funcional entre el polen y la cofia de Zea mays.
Los objetivos especificos que se proponen son:

e Determinar si algunos genes previamente caracterizados en cofia de maiz
se expresan en el polen

o Identificar genes con convergencia en expresién entre el polen y la cofia
de maiz.

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se dividié con base en los dos objetivos planteados.
Por un lado, usando transcripcién reversa acoplada a una reaccién en cadena
mediada por una polimerasa (RT-PCR), se intenté detectar si genes previamente
aislados de cofia existentes en el laboratorio también se expresaban en polen.
Por otra parte y de manera paralela, mediante la construccién de un banco de
cDNA de polen germinado 7 vitro, se traté de identificar y aislar algunas clonas
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con expresidn especifica en polen y cofia para el andlisis de su secuencia y
eventual asociacién con alguna funcién. Para ambos casos, se inicié con la
obtencién del material bioldgico necesario y la extraccién de RNA.

Material vegetal

Las plantas de maiz (Zea mays L. cv Merit, Asgrow Seed Company) se crecieron
en condiciones controladas de invernadero a temperatura de 28°C con ciclos de
12h luz/12h oscuridad. Después de la antesis de las plantas (aproximadamente
120 dias después de sembradas) y durante los siguientes tres dias, se colecta el
polen para ser germinado en un medio que contiene 2mM CaClz, 1.6mM H3BOs y
18% de sacarosa (Rubistein et al., 1995) durante dos horas o hasta obtener mas
del 70% de emergencia de tubos polinicos. El exceso de medio de germinacién se
decanta y el restante sélido es triturado en un mortero de porcelana con
nitrégeno liquido y hielo seco. La destruccidn completa de los granos de polen se
verifica observando alicuotas de 10 yL del homogenizado bajo un microscopio de
diseccion (Leica, Alemania).

Para obtener cofias de la raiz, se utilizaron semillas de maiz de la misma
variedad. Las semillas son lavadas con agua estéril durante cuatro horas a
temperatura ambiente para quitar el exceso de fungicida. Después de ser
embebidas, se germinan en la oscuridad durante tres o cuatro dias a 28°C, sobre
una capa de toallas de papel saturadas con agua. Cuando las raices primarias
miden de dos a tres centimetros de longitud, el mucilago de la cofia es eliminado
con un lavado de agua fetradestilada y la cofia de la raiz se remueve con ayuda
de una navaja bajo un microscopio de diseccién (Leica, Alemania).
Inmediatamente después de separarlas de la raiz primaria, las cofias se congelan
sobre un cubreobjetos de vidrio colocado sobre un bloque de hielo seco. Si no se
usan inmediatamente, se guardan a -70°C.

Extraccion de RNA

La extraccién de RNA total de polen, cofia y hoja, se realiza siguiendo el
protocolo reportado por Rochester y colaboradores (1986), con modificaciones
resultado de la revisién de otros protocolos (Sambrook y Russell, 2001; Frankis y
Mascarenhas, 1980; Kaufman et al., 1995):

27



Extraccion de RNA
(modificado de Rochester et al., 1986)

Afadir 347 ulL de p-mercaptoetanol a 100 mL de solucidn de
extraccién RGB: 1% acido tris-iso-propilnaftalensulfénico (TNS),
6% acido p-aminosalicilico (PAS), 100mM TRIS pH 7.6, 50mM
EGTA y 1% SDS. Pulverizar el tejido en un mortero con
nitrégeno liquido. Transferir el material pulverizado a un tubo de
pldstico con tapa y agregar dos volimenes de la solucién de
extraccion (que ya contiene B-mercaptoetancl) y dos volimenes
de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (FCI) preparado en
proporcion 25:24:1 respectivamente y enfriado a 4°C. Mezclar
15 minutos por inversién homogénea. Centrifugar durante 10
minutos a 6,000 rpm y eliminar el FCI (fase superior). Repetir la
adicién de FCI y centrifugacién un par de veces o lo necesario
hasta la completa eliminacién de la fase proteica. Precipitar los
dcidos nucleicos por seis horas con una mezcla de 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3M, pH 7.6 y dos volimenes de
etanol 100% en 4°C. Centrifugar (a 0°C y 10,000 rpm durante 15
minutos) y resuspender la pastilla en 500 pyL de agua libre de
RNasas. Eliminar el DNA anadiendo 83ulL de LiCl 12M
preenfriado a 4°C y precipitar por un perfodo minimo de ocho
horas a -20°C. Transcurrido el tiempo, centrifugar a velocidad
de 10,000 rpm a 0°C durante 15 minutos y eliminar el
sobrenadante. Resuspender la pastilla en 500 uL de agua libre de
RNasas. Se repite la precipitacién con acetato de sodio 3M (50
L) y etanol al 100% (1 mL) durante ocho horas a 4°C. Después
de centrifugar (a 0°C a 10,000 rpm durante 15 minutos), lavar la
pastilla con etanol al 70%. Centrifugar 30 segundos para eliminar
el etanol por decantacién y resuspender la pastilla final en un
volumen de 30 pl de agua libre de RNAsas.

El rendimiento de RNA extraido se deftermina mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm (Azo) de una dilucidn de cada muestra, utilizando un
espectrofotémetro (SmartSpec 3000, BIO-RAD) y considerando que:

Rendimiento de RNA (ug/mL) = (40 x Aze0 x factor de dilucion)
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y con la lectura de la absorbancia a 280 nm (Azs0) de la misma dilucién, podremos
determinar la pureza de la muestra: un resultado del cociente Azeo/Azg0= 1.8
significa que la muestra tiene poca probabilidad de contaminacién por proteinas.
Finalmente, la integridad del RNA se reconoce por electroforesis en un buffer
MOPS 10x (0.2M dcido 3-[A-Morfolino] propanesulfénico, 0.5M CH3COONa pH
7.0 y 0.01M EDTA) usando un gel desnaturalizante de agarosa 1% (0.3 gr. de
agarosa, 26.1 mL de agua tetradestilada, 3 mL de buffer MOPS 10x y 0.9 mL de
formaldehido) (Kaufman et al., 1995; Sambrook y Russell, 2001).

I. Determinacion de expresion de transcritos aislados de cofia de raiz
de maiz

Andlisis de patrones de expresién (RT-PCR y andlisis Southern blot)

Los oligonucledtidos utilizados para la reaccién de RT-PCR son disefiados en el
programa Oligo v.4 (Molecular Biology Insights) con base en las secuencias
codificantes de las cinco clonas de cofia de mafz obtenidas previamente en el
laboratorio de la Dra. Cassab (Ponce et al., 2000).

Tabla III. Oligonucledtidos utilizados en reacciones de RT-PCR, obtenidos a partir
de la secuencia codificante de cada una de las clonas aisladas de cofia de raiz de maiz (pb =
pares de bases).

Clona Oligonucleétidos Tamaiio
esperado (pb)

ZmCl03  5-C66GATCCATGGTGTCCGCCETELTCCG-3 1,076
5-CC66TACCTGGETGETTCATTTGCTGTT-3'

ImC106 5'-TCCGCTCCTCCAACTTCAAC-3 850
5'-C6GTGATCGACCATCATCTCC-3'

ImC109 5'-CAGCAACTACACCACGTC-3 250
5-CATAGTTTACCCAATTAACT-3'

ZmC123 B-TCTTCTAATGCTGGGGGTACT-3 300
5-TCAAGTTCATGGGTAGGCACT-3'

ZmTI01T 5-T66TGCTCCTGCTTCTCT-3 380

5-ATCGAAGGGCACAAAACT-3'

Para la amplificacion de cDNA a partir de 1 pg de RNA total de diferentes
tejidos (polen germinado in vitro, cofia de raiz y hoja) usamos una reaccidn de
transcriptasa reversa acoplada a una reaccién de amplificacién: RT/Platinum Tag
mix, 0.4mM de cada dNTPs, 2.4mM MgSOs (PCR Superscript™ One-Step RT-
PCR with Platinum Taq, Invitrogen, Carlsbad CA) y 20pM de cada oligonucledtido
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disefiado cuya secuencia se muestra en la Tabla III. Previo a la amplificacidn, la
transcripcion reversa ocurre cuando las muestras se hibridan a 50°C durante 30
minutos y a 94°C por cinco minutos. Posteriormente y utilizando los
oligonucleétidos disefiados, se someten a distintas condiciones del PCR,
dependiendo de la temperatura de alineamiento para cada par y el tamafio del
fragmento esperado (Tablas IIT y IV).

Previamente, cada muestra de RNA se incubé durante 30 min a 37°C con una
enzima DNasa I, libre de RNasa, con una actividad especifica 10U/uL (Roche,
Alemania) eliminando la posible contaminacién con DNA genémico, lo que se
comprueba al sustituir la RT/Taq mix por una Taq DNA polimerasa para cada una
de las condiciones de reaccién que se llevan a cabo.

Como control interno de amplificacién y control del templado utilizamos un par de
oligonucleétidos  de  tubulina  (5'-CTTGATCGCATCAGGAAGC-3 Y  5-
TCAGCAGAGATGACTGGAGC-3) disefiados a partir de un alineamiento de
secuencias de esas proteinas descritas en arroz, trigo, maiz y heliantus (Montoliu
et al., 1989).

Tabla IV. Programas de RT-PCR disefiado para el andlisis de expresién de cada una de las
clonas aisladas de cofia.

Clona No. de Desnaturalizacion Alineamiento Polimerizacion
ciclos
ZmCl103 40 94°C Im 59°C 1m 72°C 1m30s
ZmcC106 30 94°C 1m30s 60°C 1m30s 72°C 1m30s
ZmC109 29 94°C 45s 52°C 45s 72°C 45s
ZmC123 36 94°C 1m 52°C 1m 72°C 1m30s
ZmTI101T 30 94°C 455 52°C 45s 72°C 45s
TUA 17 94°C Im 60°C 30s 72°C 2m

Los productos amplificados son separados por electroforesis en un gel 1% de
agarosa/EtBr y fransferidos a una membrana de nylon Hybond N+ (Amersham
Biosciences) para ser hibridados con los fragmentos de cDNA respectivos
(andlisis Southern blot), siguiendo un protocolo estdndar (Sambrook y Russell,
2001).

Las sondas para la hibridacién de los productos de PCR e identificacidn de los
transcritos, se obtienen mediante la purificacion de DNA del pldsmido vector
(Plasmid Mini Purification, Qiagen) y una posterior digestion con enzimas de
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restriccién (EcoRI/Xbal) para liberar el inserto deseado para su purificacion
(GeneClean II, BIO101).

Las sondas son marcadas con un isotépo radiactivo [0*°P]- dCTP utilizando el
sistema de marcaje Rediprime II Random Prime Labelling System™ (Amersham,
Biosciences). Las membranas se incuban a 65°C por dos horas en una solucién de
prehibridacion (2M NaH:POs pH 7.2, SDS 10% y agua tetradestilada) y
posteriormente durante 12 h a la misma temperatura, con cada una de las sondas
marcadas. Los lavados se realizan en condiciones de alta astringencia (tres
lavados de 20 minutos con tres diferentes soluciones; 2xSSC-0.1%SDS, 1xSSC-
0.1%SDS y 0.1xSSC-0.1%SDS. Las membranas se mantienen en casetes de
exposicion (Amersham, Biosciences) con peliculas Kodak X-Omat, desde 30
minutos a una hora a -70°C. Después de su revelado, los tamafios obtenidos se

determinan por comparacidén con el marcador de peso molecular (Sambrook y
Russell, 2001).

II. Bdsqueda de genes con convergencia en expresion entre el polen y
la cofia de maiz

Construccion de un banco de cDNA de polen germinado in vitro

Dado que el rendimiento de RNA de polen germinado in vitro fue de menor
concentracién (comparado con otros tejidos de la planta) y considerando que nos
interesaba obtener clonas de ¢cDNA completas para la elaboracién del banco,
utilizamos un sistema SMART™ ¢DNA Library Construction Kit (catdlogo K1051-
1, CLONTECH), cuya principal ventaja es que permite iniciar la sintesis de cDNA
inclusive a partir de 50 nanogramos (ng) de RNA total de cualquier organismo. El
banco se construyé siguiendo un protocolo (PR15738, CLONTECH) que se
describe a continuacién.

Para la sintesis de la primera cadena de cDNA se utiliza una transcriptasa
reversa "powerscript” y dos oligonucledtidos modificados: para el extremo 3", un
oligo (dT) -CDSIII- que permite la sintesis de la primera cadena y el
oligonucleétido SMART IV que servird como un templado corto en el extremo 5’
del mensajero. Cuando la reversa transcriptasa llega a este dltimo extremo, la
actividad transferasa terminal de la enzima, afiade algunos nucléotidos
adicionales, dCTP, al extremo 3 del ¢cDNA. El oligo SMART IV, el cual contiene
una secuencia oligo (G) en su extremo 3, se unird a la cola dCTP para formar un
templado que utiliza la enzima. Al tener un ¢cDNA de cadena sencilla, sélo aquellos
transcritos que tengan una secuencia ancla del oligo SMART IV en el extremo 5°,
serdn templados para la amplificacién por PCR a “larga distancia” (LD-PCR),
evitando la amplificacién de ¢cDNA incompletos, cDNAs transcritos de poliA™ y
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DNA gendmico. A continuacidn se muestran la secuencia de los oligonucledtidos
descritos.

SMART IV
5 -AAGCAGTGGTATCTTCGCAGAGTCGCCATTALCGECCE66- 37
Sitio Sf/IA

chs III
5 -ATTCTAGAGGCCGAGLCGGCCGACATGE-d(T)30NN-37
Sitio Sf/IB

N=AGCoTyN;=A,GoC. | =sitio de corte de la enzima de restriccién

Estos oligonucleétidos modificados contienen en su secuencia, sitios de
restriccién asimétricos SfiIA 'y SfiIB para los extremos 5y 3" respectivamente,

que permiten una clonacidn orientada en un vector como el mostrado en la Figura
4.

Después de una digestién con la enzima S7iI, el cDNA se fracciona por columna
(CHROMA SPIN 400) para remover productos de bajo peso molecular
(oligonucledtidos no incorporados, aquellos productos incompletos durante la
sintesis del cDNA y/o los oligos mismos). Las fracciones resultantes se separan
por electroforesis en un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio (EtBr) en
buffer TAE 1x (TrisOAc pH 7.9, EDTA 1mM).

El ¢cDNA se liga a ATriplEx2, un vector digerido con Sf7 I y desfosforilado,
quedando los insertos clonados de manera orientada respecto al promotor de
lacZ. Finalmente, se lleva a cabo un empaquetamiento in vitro siguiendo el
protocolo descrito en el manual del kit Gigapack III Gold Packing Extract de
Stratagene™  (http://www.stratagene.com/manuals/200201.pdf). Los fagos
empaquetados se guardan en buffer SM pH 7.5 (NaCl 0.IM, Tris-Cl 50mM,
MgS04 8mM y gelatina 0.01%) a 4°C.
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Figura 4.Esquema del vector de clonacién ATriplEx2, mapa de restriccién y sitio de
clonacién mdltiple.

Para conocer la eficiencia de ligacién y por lo tanto el nimero de clonas
independientes que hay en el banco, se determina el titulo del banco primario
utilizando diferentes diluciones (con tres repeticiones de cada una) de los fagos
y una cepa de £ coli (XL1-Blue) que permite su adsorcién y por lo tanto la
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formacién de placas de lisis en un medio de seleccién Luria-Bertrani (LB) con
ampicilina (100 ug/mL) (Sambrook y Russell, 2001).

g 3
Titulo del banco _ (no. de placas)(factor de dilucién)(10° uL/mL)
de cDNA (ufp/mL) ~ L de fago diluido plaqueado

ufp = unidad formadora de placa

El porcentaje de clonas recombinantes, se determina aprovechando que el sitio
de clonacidn multiple del vector se encuentra dentro de la regién del gen lacZ
que codifica para el fragmento o de la B-galactosidasa, lo cudl permite la
seleccidn de fagos recombinantes. Si se interrumpe el marco de lectura de la B-
galactosidasa en un medio con el inductor IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido) y un sustrato cromogénico como el Xgal (5-bromo-4-cloro-
3-indol-B-D-galactdsido) que es un compuesto incoloro que al descomponerse
libera un derivado azul indol, obtendremos placas incoloras (recombinantes). Las
placas azules (no recombinantes) son aquellas que no tienen inserto y deben
representar menos del 30% para considerar una buena eficiencia del banco de
cDNA (Suzuki et al., 1997; Sambrook y Russell, 2001).

Después de contar las placas obtenidas y calcular el porcentaje de
recombinantes considerando que:

no. de placas incoloras (recombinantes)

% de clonas . x 100

recombinantes no. de placas totales

se seleccionaron 33 placas al azar (30 incoloras y 3 azules) crecidas durante 10
horas en una caja con medio LB/ampicilina (100ug/mL), IPTG/Xgal
(100mM/100mM) para determinar el tamafio de los insertos, las placas de lisis
son resuspendidas en un volumen de 500 L de buffer SM pH 7.5. Utilizamos 5 pl
para una reaccién de PCR, en un volumen final de 50 ul al cual se le adiciond
ademds  1.25mM  dNTP, 20pM de oligonucledtidos 3’ TriplEx2
(5" TAATACGACTCACTATAGGG 3') y B TriplEx2 (5' TCCGAGATCTGGACGAGC 3°) -
disefiados a partir de la secuencia del vector- 2.5 unidades de Taq Polimerasa, 50
mM MgCl; y buffer para PCR 1X (Invitrogen, Carlsbad). La reaccién de



amplificacién inicia con un ciclo de 94°C 3 min, seguido por 35 ciclos de 94°C 1
min; 55°C 1 min, 72°C 1.5 min y una extensién final de 72°C durante 10 min en un
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc). Los productos de la reaccién fueron
separados en geles 0.8% de agarosa/EtBr junto a un marcador de peso molecular
1 Kilobase (Kb) (Invitrogen, Carlsbad).

Para incrementar la estabilidad del banco, se combinan las reacciones de
empaquetamiento y se amplifica el banco como se detalla en el manual del sistema
(CLONTECH). El titulo del banco amplificado se determiné de igual manera que
para el banco primario. Para su posterior uso, el banco de cDNA se guarda en
pequefias alicuotas a -70°C en dimetil sulféxido (DMSQ) 7%.

Tamizado del banco de cDNA de polen germinado 7in vitro

Las sondas que se usan para el tamizado se sintetizan a partir de RNA total de
hoja, cofia y polen de maiz germinado in vitro, usando una enzima reversa
transcriptasa (Superscript, GIBCO BRL, Life Technologies, NY, USA), un oligo
dT y un isétopo radiactivo [0**P] dCTP como lo describen Sambrook y Russell
(2001), pero con algunas modificaciones que se mencionan a continuacion:

Sintesis de ¢cDNA a partir de RNA
(modificado de Sambrook y Russell, 2001)

En un tubo eppendorf libre de RNasas mezclar 300 ng de mRNA y
aforar a 20uL con agua libre de RNasas. Colocar el tubo a 70°C
durante cinco minutos e inmediatamente después colocar en hielo.
Afadir, en un volumen final de 50uL: DTT 0.1M, RNAsin 40ug/ulL,
oligonucledtido dT 0.5ug/ul, buffer RT 5x, dGTP, 50mM, dATP
50mM, dTTP 50mM, 10uCi/uL P dCTP 50mM y transcriptasa
reversa con actividad especifica de 2000U/pL.

Centrifugar para eliminar burbujas. Incubar una hora a 42°C.
Anadir 1ul de 50mM dCTP frio. Incubar 30 min a 42°C. Poner la
reaccién con 2ul de 0.5M EDTA pH 8.0 + 1pL SDS 10% (éste dltimo
para evitar que el DNA de cadena sencilla se pegue a cualquier
superficie). Mezclar bien. Afiadir 25ul de 150mM NaOH. Incubar
una hora a 65°C. Enfriar a temperatura ambiente.

Afadir 25uL de 1M Tris-HCl pH 8.0 (para neutralizar) y 3.75ulL de
IN HCl. Enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 10uL de “stop
mix“ (20 mg/mL xilen-cianol, 0.1% SDS, 50mM EDTA). Tomar 1uL
de la sonda marcada y colocarlo sobre un papel DE-81 dentro de un
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tubo de pldstico con tapa y 3mL de liquido de centelleo (muestra
"previa”). Pasar el resto de la sonda (aprox. 118 uL) por una columna
de Sephadex-50* (para purificar DNA mayores de 80 nucledtidos,
los menores se quedan en los poros, por ejemplo nucledtidos libres).
Centrifugar a 1,800rpm a 4°C durante tres minutos. Medir el
volumen de la sonda colectada en el tubo eppendorf. Tomar 1uL del
volumen total y colocarlo sobre un papel DE-81 dentro de un tubo
de pldstico con tapa y 3mL de liquido de centelleo. ("muestra
posterior” que se usa para determinar el porcentaje de oligo *?P
dCTP incorporado cuando se compara con la muestra previamente
separada). Tapar el tubo eppendorf. La sonda estd lista para
colocarse en los tubos de hibridacién junto con las membranas.

Nota: Si la sonda no se utiliza de inmediato, guardar a -20°C y

antes de usarse, descongelar y calentar a 98°C durante cinco
minutos antes de colocar en los tubos de hibridacién.

* Preparacion de la columna de Sephadex-50:

Esta columna se utilizard para purificar la sonda y eliminar
oligonucledtidos pequefios que puedan hibridar con las membranas
de manera inespecifica. Usar una jeringa estéril de 1mlL, quitar
aguja y émbolo incluyendo la goma. Tapar la punta. Empacar la
jeringa con Sephadex-50 usando una pipeta Pasteur. Centrifugar la
jeringa (dentro de un tubo falcon) a 1,800rpm a 4°C durante ires
minutos. La resina debe ocupar mdximo 1ImL. Repetir la
centrifugacién hasta que la columna quede debidamente empacada y
sin burbujas.

Cortar la tapa de un tubo eppendorf y colocarlo entre la columna 'y
un tubo de ensaye de pldstico. Rotular los tubos. Meter dentro de
un tubo falcon.

El banco de ¢cDNA de polen germinado in vitro fue plagueado sobre medio LB en
dos cajas cuadradas (25x25 cm) con una densidad de 5x10* placas por caja. Los
fagos del banco de ¢cDNA de polen germinado in vitro fueron adheridos e
inmovilizados en membranas de nitrocelulosa (Hybond N+, Amersham,
Biosciences) cargadas positivamente, siguiendo métodos tradicionales. Se
prepararon membranas por duplicado (original y réplica) y se hibridaron en
condiciones de alta astringencia (Sambrook y Russell, 2001), asegurando
hibridacién con secuencias altamente homélogas. Una de las membranas (original)
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se pone en contacto con la sonda de cDNA de cofia y la segunda membrana
(réplica) con aquella sintetizada a partir de cDNA de hoja (control). El banco se
somete a tres tamizados, para asegurar la obtencién de clonas independientes.

Seleccion de clonas con patrén expresion convergente en cofia de raiz
y polen. Andlisis de secuencias

Finalmente, se seleccionan clonas que en el tercer tamizado presentaban mayor
expresion en la hibridacién contra la sonda de raiz que con la sonda de hoja. Se
obtienen las placas y se guardan en buffer SM (200uL) y cloroformo (10uL) foda
la noche a 4°C.

La regidn de insercidn en el DNA del fago lambda de cada clona seleccionada fue
amplificado por PCR con los oligonucledtidos 3” TriplEx2 y 5 TriplEx2 usando las
mismas condiciones en que se determinaron los tamafios de insertos del banco
primario (descrito anteriormente).

Los productos de PCR se separan por electroforesis en un gel 1% de
agarosa/EtBr y se transfieren por capilaridad a membranas de nylon Hybond N+
(Amersham Biosciences) usando 10x SSC como acarreador. El cDNA se fija en la
membrana por radiacién usando luz ultravioleta (Stratalinker-UV) durante 30
segundos. Las membranas son colocadas en la solucién de prehibridacién al menos
durante 30 minutos a 65°C.

Las sondas marcadas radiactivamente, [0*?P]- dATP, se sintetizan a partir de
RNA de cofia, de hoja y de polen siguiendo el mismo protocolo para las sondas
empleadas en los tamizados (descrito previamente). La hibridacién con las sondas
marcadas se realiza por 12 h. Transcurrido el tiempo, las membranas se lavan
durante 20 minutos a 65°C, con dos diferentes soluciones (2x SSC-0.1% SDS, 1x
S5C-0.1% SDS) y finalmente con 1xSDS. La exposicién del filme se realizé
durante 24 y 48 horas a -70°C.

Otra caracteristica del vector ATriplEx2 es que el sitio de clonacién miltiple
estd localizado dentro de un pldsmido flanqueado por sitios /oxP. La transduccidn
de ATriplEx2 a la cepa BM25.8 de £ coli, que expresa la proteina recombinasa
Cre, promueve la escisidn y circularizacién del pldsmido mediante recombinacién
especifica en los sitios /oxP. Para las clonas seleccionadas (12 con tres réplicas,
es decir, 36 clonas), el pldsmido recombinante se escindié del vector y algunas de
esas clonas fueron secuenciadas de manera automatizada para posterior andlisis.
(Secuenciado en la Unidad de Secuencia del Instituto de Biotecnologia-UNAM,
con el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based
Sequencing).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Después de varias pruebas se lograron optimizar las condiciones para
obtener de un 50 a 70% de germinacién de los granos de polen en el medio y
condiciones descritas.

Se hicieron extracciones de RNA con diferentes protocolos, y se encontré que el
descrito por Rochester y colaboradores, 1986, fue el mds dptimo para la
extraccién a partir de todo tipo de tejidos de maiz. Aln cuando el rendimiento
del RNA de polen germinado /n vitro (30 ugRNA/gr 6 1 ugRNA/pL ) no fue tan
alto comparando con otras partes de la planta (posiblemente debido a un alto
contenido de polisacdridos) se obtuvo lo suficiente y de buena calidad para hacer
las reacciones de RT-PCR, el banco de cDNA y las sondas para las tres rondas de
tamizado que permitié obtener las clonas de interés. Por otra parte, para el

aislamiento de 3pg de RNA total, deben ser colectadas aproximadamente 1,000
cofias.

La pureza y contenido del RNA extraido se determina por electroforesis
utilizando geles desnaturalizantes de agarosa al 1% en buffer MOPS 1x y lectura
de la absorbancia en el espectro. Una fotografia del RNA obtenido a partir de
hoja, cofiay polen se muestra en la Figura 5.

Figura 5. RNA de maiz
extraido de 1) hoja 2) cofiay
3) polen. Gel desnaturalizante
de agarosa al 1% en MOPS 1x,
para determinar lg integridad
del RNA. 3¢l de muestra por
carril. Se muestra el tamanio
de los RNA ribosomales
caracteristicos de plantas
(285y 189).

28 5
18s
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I. Deteccién de expresidn en polen de transcritos aislados de cofia de

ratz de maiz

Los resultados demuestran que las clonas ZmC103, ZmC106, ZmC109, ZmC123 y
ZmT101T estdn presentes tanto los genes en polen como en tejido vegetativo,
pero con diferentes niveles de expresidn, que refleja los diferentes niveles de
abundancia de cada transcrito. La amplificacién del RNA de a-tubuling, indica que

cantidades similares de cDNA fueron usadas para cada muestra (Figura 6).

Figura 6. Acumulacidn
de mRNA aislado de
cofia de raiz en polen
y hoja de Zea mays.
A) Autoradiografia de
geles utilizando como
sonda las clonas de
cofia con productos de
RT-PCR usando como
templado cofia, polen
y hoja de maiz. B) Gel
1% de agarosa Et/Br
en MOPS Ix
mostrando la misma
cantidad de RNA
usado . como
templado para el RT-
PCR. El gen de o-
tubulina ( TUA) fue
utilizado como control
positivo. El control
negativo (muestra sin
transcripcion reversa)
no se muestra.

pb= pares de bases
rRNA= RNA ribosomal.

380 |

850

Cofia

Polen Hoja

rRNA

. UDP-galactosa-
. 4-epimerasa

ZmT101T

Proteina arabino-~
galactana (AGP)

O-manosa-
4 6-deshidratasa

Proteina rica en
glicina (GRP)
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Con estos resultados, se puede hablar de genes con expresién preferencial pero
no especificas de cofia.

Cabe mencionar que como parte del trabajo de caracterizacién de las clonas,
éstas se habian descrito como especificas de cofia, a través de un andlisis tipo
Northern blot (Ponce et al., 2000). Los resultados aquf descritos podrian parecer
contradictorios, sin embargo, conviene resaltar dos diferencias importantes
entre los andlisis realizados. Primero, para el andlisis tipo Northern blot, no se
utilizé RNA de polen, por lo que no se puede descartar la presencia de los cinco
transcritos en ese tejido y segundo, un andlisis por RT-PCR es mds sensible y
podria explicar la deteccidn de transcritos en las muestras de hoja.

Conociendo el tipo de proteina para la cual codifica cada uno de los genes de las
clonas analizadas, creemos que es probable que haya expresion en el polen. Por
ejemplo, en el gametofito masculino se ha descrito la presencia de proteinas
arabinogalactanas (AGPs) en las aperturas por donde emergerd el tubo polirico
que estdn principalmente involucradas en el reconocimiento entre el grano de
polen y el estigma (Majewska-Sawka y Nothnagel, 2000). Por otra parte, debido
a la velocidad de crecimiento del tubo polinico, hasta de 1 cm/h en maiz (Vasil,
1987 Gass et al., 2005) se requiere la presencia de enzimas involucradas en la
conversidn y biosintesis de carbohidratos que permitan una buena reconstruccion
de la pared celular, como galactosa.

En cualquier caso debe ser claro que los genes anteriores no pueden ser
considerados con patrones de expresién preferencial para polen y cofia, por lo
que para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo, se continué con la
elaboracién del banco de ¢cDNA y su tamizado diferencial, para detectar posibles
genes con patrones de expresién especaf:ca en el gametofito masculino y la cofia
de la raiz de maiz.

Sin embargo, seria interesante ampliar este resultado haciendo un andlisis -de
expresion mds detallado, por ejemplo, con oligonucledtidos mds especificos e
incluyendo mds tejidos de la planta de maiz y profundizar en el estudio de la
requlacién de cada uno de los genes a fin de replantear sus posibles funciones.
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IT. Identificacion de genes con convergencia en el patron de expresion
entre el polen y la cofia de maiz

Obtencién de un banco de cDNA de polen germinado /n vitro

La sintesis de la primera cadena para el banco de ¢DNA de polen germinado /n
vitro, se inicia con 0.55ug de RNA total (Azs0/Azs0 = 1.8). A partir de 2ul de la
reaccidn anterior y usando los oligonucledtidos adecuados, se amplifica por LD-
PCR (Long Distance Polimerase Chain Reaction) para obtener un cDNA completo
de doble cadena (Figura 7).

El cDNA de doble cadena amplificado se observa como un barrido que muestra
tamahos desde 500 pb hasta 2 kb, con mayor intensidad en la region con mRNAs
mds abundantes, que corresponde a un tamafio de 800 pb. En el control positivo
de amplificacién utilizado, se observa una banda de 900 pb caracteristica que
corresponde al mRNA de placenta de humano.

95°C 1 min B
25 ciclos:

95°C 15 seg

68°C 6 min

Figura 7. ¢cDNA de polen de maiz germinado /n vitro amplificado por LD-PCR.

A Programa de LD-PCR usado para la amplificacién del cDNA de polen germinado /n
vitro. B) Gel de 1% de agarosa/EtBr en TAE ix. Electroforesis a 90 voltios durante
40 min. M) 3L de marcador peso molecular 1Kb. 1) 5yl de ¢cDNA de polen
germinado /n vitro amplificado por LD-PCR, 2) 5yl de cDNA de placenta de humano
amplificado por LD-PCR (control). Los tamafios del marcador usados como
referencia se expresan en kilobases (Kb).
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Para inactivar la enzima Taq polimerasa e incrementar la eficiencia de clonacidn,
el cDNA se tratd con proteinasa K (20ug/ul).

La muestra se digiere con SfiI'y se tife con 2l de colorante xilen-cianol 1%
para poder identificar el ¢cDNA durante su fraccionamiento por una columna. Se
colectaron 16 muestras y se verificé su perfil (distribucién por tamarios) en un
gel 1% de agarosa/EtBr (en la Figura 8, se muestran 11 de las 16 fracciones
analizadas).

Se determinaron las fracciones picos observando la intensidad de las bandas en
un transiluminador de luz ultravioleta.

Figura 8. cDNA de polen de
maiz germinado in Vvitro
fraccionado por columna.
Gel de agarosa/EtBr al 1%
en TAE 1x. Electroforesis a
150 voltios duronte 20 min.
M) 3ul de marcador peso
molecular 1Kb.

1 a 11) 3ul de cDNA
fraccionado por  columna
CHROMA-5PIN 400. Las
fracciones seleccionadas se
ubican en los carriles 6 al
10. Los tamarios del
marcador  usados  como
referencia se expresan en
kilobases (Kb).

e 2 3 A b 6 S 2B et

Las cinco fracciones seleccionadas (6, 7, 8, 9 y 10), que muestran tamafios de
500 pb a 2 Kb, se colectan en un tubo, precipitan y resuspenden en agua
deionizada. Con el fraccionamiento se eliminan aquellos fragmentos de cDNA

pequefios (<400 pb) que generalmente tienen mayor posibilidad de ligarse al
vector.

Considerando que la proporcién de DNA (que contienen el inserto que se requiere
clonar) y del vector en una reaccién de ligacién, es un factor critico que
determina la eficiencia de transformacién y el nimero de clonas independientes
en el banco, se realizaron tres ligaciones paralelas con diferentes relaciones
DNA/vector (0.5:1, 1:1y 1.5:1) en un volumen final de 5yL.
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La eficiencia de empaguetamiento se determina conociendo el porcentaje de
clonas recombinantes, aquellas que tengan un inserto en el sitio de clonacién
multiple interrumpiendo el marco de lectura de la 3-galactosidasa, en un medio
con un sustrato cromogénico, Xgal, y con un inductor, IPTG.

Los fagos son empaquetados /n vitro (aprox. 0.5ug de DNA ligado) durante 2
horas.

Las reacciones de empaquetamiento se combinan dando como resultado un titulo
del banco primario de 8.6x10° ufp/mL (ufp= unidades formadoras de placas).

Para determinar si este wvalor era adecuado y hablar de un banco bien
representado, se compararon con algunos valores tedricos ya reportados
(Sambrook y Russell, 2001). Otra manera de corroborar lo anterior fue
considerando los andlisis de cinética de hibridacicn de ¢cDNA con mRNA en
exceso y con mRNA del polen, mediante los cuales se ha determinado que el
mRNA de polen de Zea mays consta de 2.4x10” nucleétidos correspondientes a
24,000 diferentes secuencias, valores muy cercanos a los descritos para polen
de Tradescantia paludosa, el mRNA de polen de esta planta es de 2.3x10’
nucledtidos, que corresponden a aproximadamente 24,000 diferentes secuencias
(Mascarenhas, 1990). A manera de comparacién, se sabe que una célula animal
tipica contiene entre 10,000 y 30,000 diferentes secuencias transcritas
(Sambrook y Russell, 2001). La complejidad de los mRNAs de polen tanto de T.
paludosa como de maiz es aproximadamente 60% del total correspondiente a los

mRNAs de la parte aérea. (Frankis et al., 1980; Mascarenhas, 1989 y Willing et
al., 1984).

Para el caso de Zea mays, los mensajeros abundantes corresponden al 35% y
comprenden aproximadamente 240 secuencias cada una presente en promedio
32,000 copias por grano. La clase de abundancia media (49%) consiste en
aproximadamente 6,000 diferentes secuencias cada una presente en 1,700
copias por grano. La fraccidn menos abundante (15%) consiste en
aproximadamente 17,000 secuencias cada una presente en 200 copias por grano.
Es interesante mencionar que la fraccién menos abundante en polen contiene
mayor ndmero de copias de cada secuencia por grano que para esa misma fraccién
del tejido vegetativo, donde sélo existen de 5 a 10 copias por célula.

Por lo tanto, considerando la fraccidn menos abundante de transcritos de polen
en maiz, el nimero minimo de clonas requeridas para obtener una representacién
completa de los mRNAs deberia ser 17,000/0.15, es decir, 113,333 clonas. Sin
embargo, debido a la variacidn de las muestras y a que algunas secuencias se
insertardn al vector mds fdcilmente que otras, es mejor obtener un nimero
mayor de clonas para asegurar que cualquier gen de polen esté representado al
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menos una vez en el banco. Asi, el nimero de clonas necesarias para tener una
buena probabilidad de que un mRNA de baja abundancia estard representado en
un banco de cDNA se puede determinar mediante la relacidn

N=mh(-A/In(t-1/n)

Donde N = nlmero de clonas necesarias, P = la probabilidad deseada,
(generalmente 099) y 1/n = la proporcién del total del mRNA que estd
representado por un tipo de mRNA poco abundante. Por lo que para alcanzar una
probabilidad de 99% de obtener una clona de mRNA presente en polen a una
frecuencia de aproximadamente 200 moléculas por célula:

Nz In(1-099)/In(1-1/113,333) =52x10°

y comparando este dato con el valor obtenido experimentalmente para el banco
de ¢DNA de polen germinado in vitro (8.6x10° ufp/mL), se puede considerar una
buena representacion del transcriptoma, adecuada para continuar con el
tamizado y la seleccién de genes con expresidn génica convergente.

El porcentaje de clonas recombinantes fue 84%. A pesar de la determinacion de
este porcentaje por métodos colorimétricos, era importante comprobar este
dato mediante un andlisis por PCR que a la vez permitiera establecer el tamafio
promedio de los insertos. Este tipo de andlisis es necesario ya que la insercién
de DNA no siempre inactiva la complementacién del fragmento a de la p-
galactosidasa, por ejemplo cuando el inserto es muy pequefio (<0.1 Kb). También
existia la posibilidad de que no todas las placas recombinantes (incoloras)
tuvieran un inserto, por ejemplo por una mutacion en las secuencias /ac, en la que
el vector pierde la capacidad de expresar el fragmento o.

Los tamarios de los insertos de las placas seleccionadas estdn entre 300 y 2,000
pb, con un tamafio promedio de 750 pares de bases (Figura 9), que resulté
adecuado si lo comparamos con tamafios de insertos clonados en otros bancos de
cDNA reportados (Hodge et al., 1992),.

Dado que todas las clonas incoloras (30) contienen inserto que no se encuentra en
ninguna de las azules (4), se puede decir que el porcentaje de clonas
recombinantes deducido es confiable.



Figura 9. Insertos de
M 12345 67891011213 141516171819 cDNA de polen de maiz
germinado  in  vifro
amplificades por PCR
para  determinar  su
st b tamafo. Gel de 1% de
=Y . agarosa/EtBr en TAE
1x. Electroforesis a 90
voltios durante 1 hora.
M) 3uL de marcador
peso molecular 1Kb. 1 al
M 2021 22232425 2627 282930 313233 33) 10 L del producto
de PCR usando como
templado ¢DNA de
clonas incoloras (1 a 20
y 24 a 33}y azules (21-
23). Los tamafios del
marcador usados como
referencia se expresan
en kilobases (Kb).

Después de una ronda de amplificacidn, el banco se establecié el titulo empleando
tres diluciones con tres repeticiones cada una, obteniéndose 1.65x10° ufp/mL.
Un buen banco amplificado puede alcanzar un titulo de 10" ufp/ml, aunque aquél
que conste de 5x107 clonas independientes, es aceptable (Sambrook y Russell,
2001).

De manera aleatoria, se seleccionaron algunas placas del banco plagueado en un
medio IPTG/Xgal para distinguir clonas que contenian inserto, hacer la
conversidn a pldsmido y purificar el DNA. Utilizando los mismos oligonucledtidos
de amplificacién disefados para los andlisis de insertos por PCR, se secuencia el
DNA de las clonas se determind su identidad. Los datos obtenidos muestran, por
ejemplo, que una de las secuencias, en su tercer marco de lectura, tiene similitud
considerable con un alérgeno del grupo 3 de polen de maiz (89% de identidad),
que ademds de ser un cDNA completo, soporta la utilidad y confiabilidad del
banco de cDNA obtenido (Figura 10).
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9i[33188338|gb]AAP97894.1] 6rupo 3 de alergenos de polen [Zea mays]
Longitud = 120

Score = 219 bits (558), Expect = 6e-56

Identidad = 107/120 (89%), Positivas = 107/120 (89%)

Marco de lectura = +3

Query: S0 MASRYSILLAXXXXXXXFAFGSCTTPLTFQVGKGSKPGHLVLTPNIATISDVEIREHGGD 269
MASRYSILLA------- FAFGSCTTPLTFQVGKGSKPGHLVLTPNIATISDVEIKEHGGD
Sbject: 1 MASRYSILLATTALAMLFAFGSCTTPLTFQVGKGSKPGHLVLTPNIATISDVEIKEHGGD 60

Query: 270 DFSFTLKEGPAGTWILDTKAPLKYPLCIRFATKSGGYRIADDVIPADFKAGTTYKTTLSI 449
DFSFTLKEGPAGTWTILDTKAPLKY PLCIRFATKSGGYRIADDVI PADFKAGTTYKTTLSI
Sbjct: 61 DFSFTLKEGPAGTWTLDTKAPLKYPLCIRFATKSGGYRIADDVIPADFKAGTTYKTTLSI 120

Figura 10. Identidad de una clona de ¢<DNA (13A) obtenida del banco de ¢DNA de polen de
maiz  germinado  in  vitro Utilizando  un  algoritmo  NCBI ~ BLAST
(http://www.ncbinlm.nih gov/BLAST/),

Los mensajeros de los eucariotes tienen una estructura llamada cap en el
extremo 5 y una cola de A (poli A) en el 3. La informacidn de la secuencia entre
estos dos Iimites es importante para la identificacion de regiones codificante y
no codificante que controlan la estabilidad del mRNA y la eficiencia de
traduccidn. Generalmente, la transcriptasa reversa, que se usa para sintetizar
¢DNA, termina antes de transcribir la secuencia completa ocasionando que los
extremos 5° no queden representados en las poblaciones de ¢cDNA al ser 5-30
nucledtidos mds cortos que en el mRNA original. De tal manera, el aislamiento de
cDNAs completos, es decir, aquellos que contengan en una copia de las secuencias
entre el cap y el poliA del mRNA, es un paso importante para el andlisis confiable
de la estructura de un gen y su funcidn. Esto se facilita si se tienen clonadas las
secuencias en vectores adecuados, como cuando se elabora un banco de cDNA.

De acuerdo a los resultados anteriores, se puede decir que el método utilizado
para la construccion del banco de polen de maiz germinado /n vitro, resultd
eficiente.

Seleccién de clonas con patron expresion convergente en cofia de raiz
y polen. Andlisis de secuencias

Dado que se pretendia hacer una comparacién entre transcritos con expresién en
polen y cofia, el éxito del tamizado dependia en gran medida de la complejidad de
la sonda, es decir, era necesario contar con una sonda en la cual estuviesen bien
representados franscritos alta, media y escasamente expresados. Generalmente
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en la literatura se sefala que las sondas usadas en estudios de expresién
diferencial deben elaborarse a partir de 5 a 50 pg de RNA total (Poirier et al.,
1997), considerando que se crean a partir de poblaciones completas de RNA y no
de una sola molécula, existe la posibilidad de perder aquellos transcritos menos
abundantes y mds pequefios que no sean un buen templado para la enzima durante
la sintesis de ¢cDNA. Otro paso en que pudieron perderse algunos transcritos en
las sondas, es durante su utilizacién repetida en diferentes tamizados.

Inicialmente se tamizaron 50,000 placas recombinantes que se imprimieron en
papel Hybond N+ (Amersham, Biosciences) por duplicado. La membrana original se
hibrida con la sonda de cofia y la réplica con la sonda de hoja.

Al revelar las peliculas de exposicién (que estaban en contacto con las
membranas hibridadas con cada una de las sondas) y colocar la membrana original
sobre la réplica, se detectan tres tipos de clonas. Las primeras, con expresién
(sefial) en polen, cofia 'y hoja; las sequndas con fuerte expresién en poleny hojay
minima o nula en cofia y las dltimas con mayor expresién en polen y cofia que en
hoja. Aln cuando durante la seleccién no se observaron clonas con expresién
exclusiva en polen y cofia, que eran el tipo de clonas que se pretendia aislar, el
andlisis posterior se enfocé a las de! dltimo grupo.

De tal manera, los resultados discutidos a continuacion se refieren a clonas con
patrén de expresién preferencial en polen y cofia, con baja expresidn en hoja de
maiz.

Durante el primer tamizado por hibridacién diferencial se obtuvieron
aproximadamente 30 clonas con patrones de expresién preferencial polen y cofia.
Cada una de ellas se selecciond por triplicado, por lo que el primer andlisis se
realizé sobre 90 placas. Durante el segundo tamizado, debido a que las sondas
provenian de una nueva poblacién de cDNA, se identificaron 15 nuevas placas,
consideradas como posibles candidatas. Finalmente, en el tercer tamizado las
clonas seleccionadas se redujeron a 36 y dado que cada una de ellas estd
representada tres veces, en total se seleccionaron 12 clonas consideradas con
patrones de expresion preferencial en polen y cofia.

Para verificar la identidad de las clonas seleccionadas, se realizé un PCR
utilizando oligonucledtidos (3” TriplEx2 y 5° TriplEx2) que flanquean el sitio de
clonacién del vector e hibridando los productos con sondas elaboradas a partir de
cDNA de cofia y heja e incluyendo una nueva sonda de polen (datos no
mostrados).

En la Figura 11 se muestra la hibridacidn contra el ¢cDNA de las 36 clonas
analizadas. Aquellas del mismo tamafio se consideraron como repeticiones, lo que
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se comprobd por secuencia, asi, el grupo de clonas para ser anclizadas se limité a
cuatro denominadas C8C2, IH2R2, C17C1 e THI4.

vs. sonda de cofia vs. sonda de hoja

1-_
1--

Figura 11. Andlisis tipo Southern blot de clonas seleccionadas durante el tercer tamizado de un
banco de cDNA de polen germinado in vitro.

En la columna izquierda se muestran el resuitado de membranas hibridadas contra una sonda de
cofia y del lado derecho una réplica de las mismas membranas hibridadas contra una sonda de
hoja. Con un recuadro se muestran las clonas que fueron seleccionadas por su expresidn
preferencial en polen-cofia.

En cada carril se colocaron 5 L de! producto de amplificacion de 36 placas seleccionadas en un
tamizado diferencial (12 placas, cada una con tres réplicas) En el margen izquierdo se muestra el
marcador(peso molecular)1Kb como referencia para conocer el tamafio de los insertos.

1kb
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Para la seleccidn final de clonas se consideraron aquellas que se acercaran mas a
la definicién de clonas con patrones de expresidn preferencial en polen y cofia.
Aln cuando el andlisis tipo Southern se considerd dnicamente como un prueba de
validacién de la seleccién por tamizado diferencial, cabe mencionar que algunas
de las clonas antes seleccionadas fueron descartadas al presentar hibridacidn
contra la sonda de hoja que pudo ser debida al uso de sondas de cDNAs
sintetizadas para esta parte, lo que supone una minima, pero posible diferencia
en la representacién y abundancia de los transcritos.

Para el andlisis tipo Southern blot, se utilizaron reacciones de PCR sin templado
(agua y el producto de amplificacién por PCR de placas azules seleccionadas)
como control negativo y el cDNA de la sonda correspondiente como control de
hibridacidn positivo.

Una vez que se obtuvo el DNA de pldsmido de las cuatro clonas seleccionadas, se
procedié al andlisis de secuencia.

La determinacién de la identidad de las clonas se establecié por comparacion de
secuencias utilizando el algoritmo "BLAST"
(http://www.ncbi.nlmnih.gov/BLAST/). Los datos obtenidos muestran que las
secuencias tienen similitud considerable con algunas proteinas ya descritas que
se resumen en la Tabla V.

Tabla V. Clonas con patrén de expresién preferencial en polen y cofia. Para cada una de ellas
se muestra la(s) proteina(s) con mayor similitud en secuencia (aa = aminodcidos)

Clona Similitud a nivel de secuencia No. Acceso en Genbank y
con proteinas conocidas similitud a nivel de aa (%)
1 c¢8¢c? Tiorredoxina 4 de arroz XP_476912 (66%)
Tlor'r'edoxina de 'tr‘igo QBGVD3 (600/0)
2 IH2B2 Cistatinas de maiz JC4882 (82%)
Inhibidores de cisteinproteasas PO3627 (85%)
3 C17¢1 Poliubiquitina de tomate CAA51679 (98%)
Poliubiquitina de arroz XP_464194 (93%)
Poliubiquitina de Arabidopsis QIFHQ6 (72%)
4 TIHIA4  a-2 tubulina de maiz de tejidos CAA33734 (98%)
radicales
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El andlisis de secuencia de las clonas obfenidas, se enfocé a C8C2 e IH2B2, por
ser las que mostraron sefales mas claras y reiterativas durante el famizado.

Considerando el marco de lectura abierto mds probable, la clona C8C2 codifica
para una proteina de 146 aminodcidos con alta homologia con una tiorredoxina A
reportada en plantas (Figura 12). En la posicién 39-43 se distingue un sitio
catalftico putativo descrito para este tipo de proteinas. No presenta ningin tipo
de péptido sefial u otro motivo conservado (software PSORT). Tampoco presenta
algdn otro dominio caracteristico de tiorredoxinas, ni se detectan los sitios
MAAEE y RKDD, que permiten el transporte de la proteina via plasmodesmata,
por lo que de manera hipotética se puede decir que la proteina identificada es
citosdlica (Ishiwatari et al., 1998).

Las tiorredoxinas son proteinas pequefias (aprox. 12 kDa o 105-120 aa) con un par
de cistelnas en un sitio activo con la secuencia Trp-Cys-Gly-Pro-Cys (WCGPC)
muy conservado que le confiere una actividad disulfuro reductasa. La
tiorredoxina 4 es reducida por NADPH en una reaccién catalizada por la enzima
NADP-tiorredoxina reductasa (NTR). Una caracteristica de plantas es la
presencia de varios tipos de tiorredoxinas y miltiples genes para cada tipo.

Existen tres tipos de tiorredoxinas consideradas como cldsicas: m, fy A. Las dos
primeras, fueron aisladas del cloroplasto. El tercer tipo, que fue aislado de
tejidos no fotosintéticos de espinaca, primero se le llamé tiorredoxina ¢ por su
localizacién en el citosol y mds tarde se renombrd como h (heterotrdpica). Puede
localizarse en el citosol, reticulo endopldsmico y mitocondria (Meyer et al.,
2002). En Arabidopsis se han detectado ocho genes que codifican para
tiorredoxinas 4 y dentro de este grupo, cinco proteinas tienen la secuencia
cldsica en el sitio activo, WCGPC, mientras que las demds tienen un sitio WCPCC
(Gelhaye et al., 2004; Meyer et al., 1999; Rivera-Madrid et al., 1995).

La funcidh de la tiorredoxina A se ha estudiado en varios sistemas vegetales,
como la semilla, floema y polen. En cereales, como el maiz, se ha visto que
promueve la movilizacién de carbono y nitrégeno del endospermo en germinacién
temprana del grano. La tiorredoxina A aparentemente actia 1) reduciendo
proteinas de almacenamiento mediante el aumento de su sensibilidad a proteasas,
2) activando a una proteasa ligada a caicio (tiocalasina) y 3) neutralizando por
reduccidn de puentes de disulfuro, proteinas de bajo peso molecular que inhiben
enzimas que degradan almidén. Ademds por su presencia en el citosol, se
relacionan con procesos como movilizacién de reservas en semillas durante la
germinacién o tolerancia a estrés oxidativo (Cho et al, 1999; Laloi et al., 2004;
Mouaheb et al.,, 1998 en Meyer et al., 2002).
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Mediante estudios de eliminacién de la actividad de genes, la tiorredoxina 4 ha
sido identificada como requerimiento para el desarrollo de la auto-
incompatibilidad en polen y por ser un componente del floema. La tiorredoxina
ligada a NADP, funciona en células animales en procesos como transcripcién y
desarrollo de la respuesta inmune (Balmer y Buchanan, 2002).

En un alineamiento multiple, la secuencia de la clona C8C2 presenta un alto grado
de homologia (75%) con una proteina tiorredoxina localizada en el floema de
arroz (Oryza satival. cv. Kantou). Los autores proponen gque la presencia de una
protefna de este tipo, a la cual llamaron RPP13-1, puede estar involucrada en la
transferencia de nutrientes y en la transduccién de sefiales. En ese trabajo
concluyen que la tiorredoxina activa es una proteiha translocante en tejidos
vasculares de arroz.

Otra de las protefnas con una alta homologla a nivel de aminodcidos es la llamada
THL-1 (descrita por Bower ef al., 1996) que junto con la THL-2, interacciona de
manera especifica con SRK-910, un dominio de una protein-cinasa. Los autores
pretendian determinar los sustratos potenciales del locus S receptor cinasa
(SRK) durante la respuesta de auto-incompatibilidad en Brassica napus. THL-1
tiene una actividad tiorredoxina determinada mediante un ensayo de reduccidn
de insulina. THL-1y THL-2 estdn presentes en varios tejidos de la planta, pero
presentan expresion preferencial en tejidos florales. Los resuitados proponen
nuevas funciones para este tipo de proteinas ademds del papel que tienen como
moléculas efectoras en la cascada de sefializacién de auto-incompatibilidad.

De los resultados de este trabajo, se pueden proponer hipdtesis sobre las
posibles funciones de la tiorredoxina, en el crecimiento del tubo polfnico y en
cofia: 1) degradacién de almidén de amiloplastos para respuestas trdpicas
percibidas por la cofia y como fuente de energfa para el crecimiento del tubo
polinico, 2) neutralizacién de protfefnas de bajo peso molecular que inhiben
enzimas que degradan almidén y 3) posible participacién en eventos de
incompatibilidad con patdgenos, para el caso de la cofia y auto-incompatibilidad
del tubo polinico durante la polinizacién.

Por otro lado, la otra clona con relativa abundancia seleccionada durante el
tamizado, IH2B2, traducida es una proteina de 134 aminodcidos con un alto
grado de identidad (90%) con una cistating, un inhibidor de cistein proteasas
previamente caracterizado en malz

Mediante el andlisis de la secuencia de esta proteina se distingue un residuo de

glicina en la regién N-terminal, una secuencia QVVAG en la posicién 82-86, asi
como un residuo de Trp en la regién C-terminal, caracteristicas de este tipo de

51



inhibidores. Existe ademds una probable secuencia sefial en la region N-terminal
(Figura 12).

Estas protefnas pueden actuar como reguladores endégenos de la protedlisis en
semillas, pero también, se ha sugerido que los inhibidores de proteasas en
plantas representan un sistema generalizado de defensa frente a cualquier tipo
de estrés. Las cistatinas son proteinas que inhiben proteasas del grupo de las
cistein proteasas. Estas enzimas, abundantes en el tracto digestivo de los
insectos y en algunos virus fitopatégenos, son responsables del procesamiento de
algunas proteinas virales (Kuroda et al., 2001; Solomon et al., 1999; Rzychon et
al., 2004).

De acuerdo a su funcién, se podria pensar que tanto en polen, como en cofia, las
cistatinas participan en algunas formas de senescencia y respuesta a patégenos
(estrés bidtico), asi como modificando y previniendo el programa de muerte
celular programada (MCP) que se activa durante estrés oxidativo y en ataque por
patdgenos.

La muerte celular programada es una parte integral del desarrollo y defensa de
la planta (van Doorn y Woltering, 2005). Esta ocurre en plantas como
consecuencia del desarrollo. La MCP es un proceso conservado y ya se han
descrito varios ejemplos en plantas. Durante el desarrollo del microgametofito
(polen) ocurre la muerte de algunas células cuando éstas se colapsan alrededor
del esporangio. Una vez maduro el polen, su germinacidn depende en gran medida
de la degeneracidn de células de la superficie del estigma receptor, mismas que
ademds intervienen previniendo la autopolinizacién mediante MCP. En el caso de
polinizacién compatible, los tubos polinicos pueden causar MCP en las células del
estilo para poder nutrirse durante su camino hasta el dvulo.

Para el caso de las rafces de algunas especies, las células de la periferia que
rodean a la cofia sufren MCP después de ser desprendidas y convertirse en
células del borde. Sin embargo, Jiang y colaboradores (datos no publicados)
descartan que para el caso de la cofia de maiz, el desprendimiento de la dltima
fila de células suceda como consecuencia de este proceso.

Los alineamientos maltiples realizados con las secuencias de aminodcidos de las
clonas C8C2 e IH2B2 se muestran en las Figuras 13 y 14. Este andlisis se realizé
utilizando el programa T-Coffe (Notredame et al., 2000). Para resaltar las
similitudes e identidades en las secuencias de las proteinas seleccionadas, el
alineamiento se introdujo al programa BOXShade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

52



GPKVSCNHNEQKL SXSPTPRKKRSMA SEQGVVIACHSKAEFDAHM TKAQEAGKL
VVIDFTAAWCGPCRAF APLFVEHAKKFTQVVFLKVDVDEVKEVTAAYEVEAMPTF
HXVKNGKTVAT IVGAKRDELLALIEKHAAPA PAFASA Stop

GRKHRIVSLVAALLILLALAVSSTRNAQEDSMADNTETLAGGIKDVPGNENDLHL
QELARFAVDEHNKKANALLGFEKLVKAKTQVVAGTMYYLTIEVKDGEVKKLYEAKV
WEKPWEKFKELQEFKPVEEGASA Stop

Figura 12. Secuencia de aminodcidos de las clonas A) C8C2, una tioredoxina A,
mostrando el sitio catalitico caracteristico de estas proteinas (WCGPC) y B) IH2B2,
que codifica para un inhibidor de cistein proteasas en plantas, mostrando algunes
residuos propios de este tipo de inhibidores (QYVAG, 6 y W) asi como una secuencia
sefial en la regién N-terminal (secuencia subrayada). En cada recuadro se indica el
ATG (M) y la posicidn del codén de término (stop).

De manera muy general, se propone que las dos proteinas identificadas y
analizadas (C8C2 e IH2B2) estdn involucradas en procesos mediados por
desarrollo. Por ejemplo, Lee y Lee, en 2003 ya habian detectado una secuencia
gendmica de una posible tiorredoxina A dentro de un grupo de genes expresados
diferencialmente, cuando el polen es sometido a tratamiento por frio.

Dentro del estudio del patrén de expresién de cofia de maiz elaborade por Jiang
et al., (datos no publicados) mediante el andlisis de micro arreglos, se detecta
expresidn en este tejido tanto de cistatinas como de tiorredoxina 4, lo cual
apoya la presencia de estas dos proteinas en cofia como se describe en este
trabajo. Los autores clasifican a la cistatina dentro del grupo de genes que
responden a estrés, principalmente encargados de compensar mecanismos para
sobrevivir en su medio, lo que es aplicable para las condiciones en las que se
desarrolla la cofia y para el crecimiento del tubo polinico.

Por otra parte, la presencia de genes de tiorredoxina en la cofia puede atribuirse
a la necesidad de mantener el estatus redox. En la cofia, el gran nivel de
expresién de la ruta de tiorredoxinas es consistente con la necesidad de
activacién de vias de glicosilacién, que incluyen enzimas que dependen de la
capacidad reductora de la tiorredoxina. La presencia de tiorredoxina en la cofia
puede también ser necesaria para contrarrestar la excesiva acumulacién de
auxinas y la continua degradacién de pared celular durante la liberacién de las
células del borde (Jiang et al., datos no publicados). Durante el crecimiento del
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tubo polinico ocurre un proceso de degradacién similar en la pared celular, que se
ha demostrado por la presencia de pectina metil esterasas que desmetilan
pectinas para su posterior degradacién por poligalacturonasa y pectafo liasas
(Hanson et al., 1989; Hall et al., 1994: Wakeley et al., 1998;Bosch et al., 2005).

Z mmays 46
0. sativa 4
A. thaliara 1 46
A. thaliana 2 4c
A. thaliona 3 45
A. thaliana 4 44
8. napus 46
R communis 46
F. esaulentum 45
Zmays 91
O. sativa 91
A. thaliana 1 52
A. thaliana 2 a1
A. thaliano 3 30
A. Yhaliano 4 89
8. napus 92
R communis 81
F. esculentum ag
120
Zmays H § A S FElE A PAPAFAS--- @ 121
O. sativa : A\ J N Db GATBASAS--- : 121
A. thaliona 1 GHTTVVNQFEA : 125
A. thollana 2 lA-——— - + 114
A. tholiana 3 IGCHEVASA-—==~- : 118
A. thaliano 4 K THVARA-———- : 117
8. nopus O : 119
R communis . THlASMATAS === = 118
F. esculenfum : Jjar L H ¥ BAPETA~ e —— : 116

Figura 13. Alineamiento mdltiple de la secuencia de aminodcidos de C8C2 (Z. mays)
con algunas tioredoxinas A descritas en plantas (Oryza sativa, Arabidopsis thaliana,
Brassica napus, Ricinus communis y Fagopyrum esculentum). Aln cuando los
porcentajes de identidad y similitud son altos entre ellas, por ejemplo de 70%, se
observan diferencias en el carboxilo terminal.

Los recuadros negros indican 100% de conservacién a nivel de aminodcidos, blanco en
gris es 80%, negro en gris es 60% y los aminodcidos no sombreados indican menos del
607% de similitud.

54



Zmays ! :
Z.mays 2 :
Z mays 3 :
C Jecrima :
S. bicolor :
T aestivum :
O. sativa

H wigare

V. unguiculata

[ S < Y
wn

Lol o

D3 s

N T % IS B T il

el

o0 2 WD WO 0
BN =1 PN R

Zmays 1 :
Zmays 2 :
Z mays 3 :
C locrima :
5. bleolor :
T. gestiwm :
O. satim :
H, wigare :
V. unguiculota  :

o
w

W

n
LN

[

Zmays 1

Zmoys 2

Z mays 3 :
£ lacrima :
S. bicolor :
T. aestivm :
O. sativo

H. wigare
V. onguicisiata

........,.....
O I N SR S S

G D O LW W W W
AR OO s

~1

re wa

Figura 14. Alineamiento mdltiple de la secuencia de aminodcidos de IH2B2 (Z mays
1) con inhibidores de proteasas descritos en otras plantas (Zea mays, Coix lacritma,
Sorghum bicolor, Triticum aestivum, Oryza sativa, Hordeum vulgare y Vigna
unguiculata).

Los recuadros negros indican 100% de conservacién a nivel de aminodcidos, blanco en

gris es 80%, negro en gris es 60% y los aminodcidos no sombreados indican menos del
60% de similitud.
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Recientemente, en los trabajos de Tung y colaboradores (2005) se buscaron
genes expresados en el pistilo de Arabidopsis cuando el tubo polinico va
creciendo, atin cuando la mayoria de los genes que obtuvieron no los clasifican en
un grupo por desconocer su funcién, reconocieron algunos que estan involucrados
en la modificacion de la matriz extracelular, principalmente en la degradacién de
pared celular, proponiendo que las pectinesterasas putativas y las peroxidasas
pueden estar involucradas en el aflojamiento o rigidez de la pared celular. Por
ejemplo, las peroxidasas pueden causar un aumento en la extensibilidad de la
pared celular, mediante la generacién de radicales hidroxilo que degradan
polisacdridos de la pared celular, o incrementar la rigidez de la misma, mediando
la velocidad con que se entrecruzan (insolubilizan) proteinas estructurales como
extensinas ricas en prolinas que se acumulan en respuesta a dafio fisico,
elicitores de hongos o infeccién por patégenos (Tung et al., 2005; Liszkay et al.,
2004).

La presencia de peroxidasas en la superficie del estigma, ha sido utilizada como
indicativo de la receptividad del estigma para polinizacién en varias especies,
implicando a las peroxidasas en el aflojamiento de la pared celular durante la
polinizacién o maduracién del estigma. Sin embargo, Tung y colaboradores, se
atreven a especular que la actividad de una peroxidasa especifica de las papilas,
puede estar funcionando para el estiramiento de la pared celular epidermal,
posiblemente entrecruzando proteinas estructurales, por ejemplo extensinas de
alta expresidn (Tung et al., 2005).

Para el caso de polen, se puede pensar que tanto la tiorredoxina A como la
cistatina, podrdn considerarse como genes de expresién tardia, dado que
provienen de clonas de un banco de polen maduro germinado /n vifro, es decir,
cuando ya hubo crecimiento del tubo polinico y debe continuarlo en coordinacidn
con su medio a través del estigma.

Sin embargo, con los resultados obtenidos, sélo podemos especular cuando
hablamos de proteinas y sus posibles funciones, pues éstas fueron determinadas
basdndonos en una estructura primaria de aminodcidos y se desconoce mds sobre
su verdadera funcién /in vivo. La presencia de mRNA no es una evidencia
conclusiva de la presencia de la proteina y de su funcién (puede ser que haya
inhibicidn de la fraduccién o que la proteina este almacenada en la célula en
alguna forma inactiva).

Aln cuando el polen expresa de manera especifica muy pocos genes, comparado
con los tejidos del resto de la planta, éstos son suficientes para tener
mecanismos propios y bien organizados para la regulacidn de crecimiento, siendo
este un ejemplo de cémo un pequefio grupo de genes es necesario para asegurar
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un éxito evolutivo. Partiendo de que una proporcion de 10% de genes tienen
expresién especifica en polen, suponiamos que en la bisqueda de clonas con
expresion convergente en polen y cofia nos enfrentariamos a pensar en
resultados por debajo de ese porcentaje.

Los andlisis de ontologia de genes (60) demuestran que la expresién de genes del
gametofito masculino tiende a estar relacionada con sefalizacion, trdfico de
vesiculas, metabolismo de la pared celular, transporte a través de membranas,
citoesqueleto y por lo tanto, de manera indirecta, con la germinacidn y el
crecimiento del tubo polinico (Pina et al, 2005). Con base en el trabajo de
Becker et al., (2003), se sabfa que la posibilidad de encontrar genes involucrados
en sintesis de proteinas, metabolismo o canales de agua, seria menor, comparando
con aquellos genes que se han descrito como preferentemente expresados en
tejidos que requieren de una alta velocidad de crecimiento y una gran capacidad
regenerativa. El polen respira 10 veces mas rdpido que el tejido vegetativo y el
desarrollo de polen en la antera y el crecimiento del tubo polinico es un proceso
que necesita de mucha energfa; el pofen contiene 20 veces mas mitocondrias por
células que los tejidos vegetativos en maiz (Gass et al., 2005).

Por otra parte, Jiang y colaboradores (datos no publicados) en su andlisis del
perfil de expresién génica en raiz por micro arreglos, agrupan aquellos genes
expresados preferentemente en la cofia y en la cofia lateral de maiz,
detectando, por ejemplo la presencia de un gene especifico de estigma (5761) y
algunas proteinas especificas de polen.

Las otras dos secuenciadas (C17C1 e IHI4) codifican para una protefna
poliubiquitina y una @-2-tubulina, respectivamente. La presencia de a-2-tubulina
resulté paradéjico debido, a que estas proteinas siempre han sido consideradas
como genes constitutivos, inclusive, en los andlisis de expresion de este trabajo
se uso como control positivo en el ensayo de RT-PCR.

Sin embargo, fambién se han encontrado isotipos muy divergentescon expresién
preferencial en tejidos florales, con minima expresién en hojas y raices, como
TUAL, considerado como especifico de polen pero con bajos niveles de expresién
en otros tejidos (Carpenter et al., 1992). La posible funcién de una tubulina en
polen se entiende mejor si se relaciona con el crecimiento del tubo polfnico.
Cuando el tubo crece, el niicleo vegetativo y los ndcleos espermdticos vigjan a
través del junto con muchas vesiculas y otros organelos haciendo necesaria la
formacién de una red de actina. La identificacién de una proteina kinesina en
tubos polinicos, sugiere que los microtdbulos pueden tener el mismo papel en
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transporte de nicleos espermdticos, organelos y vesiculas. Especificamente el
isotipo TUAZ estd en el niicleo vegetativo, pero no en los microtibulos de los
nicleos espermdticos. Debido a que no se detectd su expresién en pelos
radicales, se descarta su participacién en el crecimiento en punta. TUA! podria
estar participando en algin proceso muy caracteristico del polen, por ejemplo
durante la fertilizacién, pero no se puede considerar como una funcién Unica del
polen, pues aunque a niveles minimos, si existe expresién en otros tejidos. Esta
ligera expresién en tejidos esporoffticos puede ser expresién “remanente” de un
gen con tendencia a ser polen-especifico durante la evolucién (Carpenter et al,,
1992). En todo caso, este tipo de genes deben ser analizados mds en detalle. En
nuestro escrutinio, IHIA4, fue una clona seleccionada pero no la que presenta
mayor diferencia entre los niveles de expresién con hoja ni con expresién
estrictamente especifica de poleny cofia.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabgjo se lograron identificar cuatro transcritos de genes
expresados de manera preferencial en polen germinado /» vitroy en cofia la rafz
de Zea mays, resultado que nos permitiria afirmar de manera preliminar, que si
existe convergencia en patrones de expresién génica entre cofia de raiz y polen
germinado /n vitro en esta planta monocotileddnea.

Aln cuando las clonas obtenidas corresponden a transcritos que no se expresan
dnicamente en polen y en cofia, la expresidn preferencial en estas estructuras,
pueden ser interesantes si se analizan de manera mas detallada.

Las estrategias para mejorar o profundizar en los resultados de éste trabajo se
mencionan a confinuacién,

Un andlisis tipo Northern blot utilizando otras partes del maiz (embriones,
plantulas, pelos radicales, anteras, estigmas entre otros), indicarfa de manera
mds certera que las clonas seleccionadas presentan patrones de expresidn
preferenciales en polen maduro germinado m vitro y en cofia, permitiendo
descartar aquellas con expresién constitutiva.

De acuerdo a la clasificacién de genes expresados en polen como fempranos y
tardios (Mascarenhas, 1990) y para confirmar la hiptesis de que tanto la
tiorredoxina h como la cistatina podrdn considerarse como genes de "expresion
tardia”, seria interesante hacer un andlisis de expresidn espacio-temporal tipo
Northern blot utilizando RNA de polen de maiz obtenido de varios estadios de
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transporte de nicleos espermdticos, organelos y vesiculas. Especificamente el
isotipo TUAI estd en el nicleo vegetativo, pero no en los microtibulos de los
nicleos espermdticos. Debido a que no se detecté su expresién en pelos
radicales, se descarta su participacién en el crecimiento en punta. TUA! podria
estar participando en algiin proceso muy caracteristico del polen, por ejemplo
durante la fertilizacidn, pero no se puede considerar como una funcién tnica del
polen, pues aunque a niveles minimos, si existe expresién en otros tejidos. Esta
ligera expresién en tejidos esporofiticos puede ser expresién “remanente” de un
gen con tendencia a ser polen-especifico durante la evolucidn (Carpenter et al.,
1992). En todo caso, este tipo de genes deben ser analizados mds en detalle. En
nuestro escrutinio, IHIA4, fue una clona seleccionada pero no la que presenta
mayor diferencia entre los niveles de expresién con hoja ni con expresién
estrictamente especifica de polen y cofia.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se lograron identificar cuatro transcritos de genes
expresados de manera preferencial en polen germinado /7 vitroy en cofia la raiz
de Zea mays, resultado que nos permitiria afirmar de manera preliminar, que si
existe convergencia en patrones de expresidn génica entre cofia de raiz y polen
germinado /7 vifro en esta planta monocotiledénea.

Aln cuando las clonas obtenidas corresponden a transcritos que no se expresan
Unicamente en polen y en cofia, la expresién preferencial en estas estructuras,
pueden ser interesantes si se analizan de manera mas detallada.

Las estrategias para mejorar o profundizar en los resultados de éste trabajo se
mencionan a continuacion. '

Un andlisis tipo Northern blot utilizando otras partes del maiz (embriones,
pldntulas, pelos radicales, anteras, estigmas entre otros), indicaria de manera
mds certera que las clonas seleccionadas presentan patrones de expresion
preferenciales en polen maduro germinado /n vitro y en cofia, permitiendo
descartar aquellas con expresién constitutiva.

De acuerdo a la clasificacién de genes expresados en polen como tempranos y
tardios (Mascarenhas, 1990) y para confirmar la hipstesis de que tanto la
tiorredoxina 4 como la cistatina podrdn considerarse como genes de “expresion
tardia”, seria interesante hacer un andlisis de expresién espacio-temporal tipo
Northern blot utilizando RNA de polen de maiz obtenido de varios estadios de
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desarrollo (microsporas, polen después de la dehiscencia, las ultimas etapas de
germinacion y fertilizacién) con sondas de las clonas con patrén de expresion
preferencial en polen germinado in vitroy cofia.

De igual manera, para acercarnos a una mejor interpretacién de sus posibles
funciones, se debe considerar: 1) la futura caracterizacion bioquimica e
inmunolocalizacién de los productos de los genes identificados 2) El evaluar la
capacidad de la tiorredoxina (al catalizar la reduccién de enlaces disulfuro de
alguna proteina en presencia de un agente reductor) y de la cistatina como
inhibidor de proteasas.

Para continuar con la caracterizacién molecular de las clonas, seria interesante
obtener clonas gendmicas mediante un tamizado en un banco gendmico de Zea
mays. Esto nos ayudaria, por ejemplo, a saber si en las regiones no traducidas de
los transcritos (en el promotor) se localizan secuencias que confieren mayor
expresién en un tejido en particular o dominios responsables de la expresion
érgano-especifica, o si existen regiones de regulacién (posibles cajas de
regulacién) que controlen la expresién bajo diferentes condiciones (estrés,
hormonas, etc.) y/o en diferentes etapas de desarrollo, tanto de polen, como de
cofia.

Siguiendo con el andlisis de expresién, se podria determinar la correspondencia
de patrones de acumulacién de transcrito-proteina, para buscar si existe algin
mecanismo que estabilice al mMRNA o si existe algin tipo de control post-
transcripcional en algunos tejidos de la planta.

Otro enfoque seria la obtencidn de plantas transgénicas para reprimir la
expresion de los genes identificados. Por ejemplo, usando ablacidn genética
mediante la expresidén de una citotoxina bajo el control de un promotor regulado
y especifico para una célula en particular.

A mediano plazo, seria interesante continuar con la bdsqueda de clonas con
expresion especifica de polen germinado /n vitro-cofia. Una primera idea es
tamizar el banco de cDNA de polen con sondas sustractivas para eliminar
transcritos presentes, por ejemplo, en hojas.

El hecho de que el nimero de genes obtenidos no es abundante y de que no se
encontraron algunos genes que se suponian como posibles, puede deberse
principalmente a factores experimentales que en un futuro deben ser
controlados. Por ejemplo, en el banco pueden no estar representados aquellos
genes necesarios para la interaccién del polen con el estigma porque el banco
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proviene de polen germinado /in vitro, sin la presencia del estigma o del tejido de
transmision, lo cual se puede solucionar obteniendo polen germinado /n vivo 'y
aumentar el numero de posibles pectinesterasas, extensinas y algunas proteasas
que facilitan al tubo polinico su paso por el tejido de transmisién.

Posteriormente, aprovechando los recientes andlisis del transcriptoma de polen y
la posibilidad de hacer andlisis Northern blot virtuales, se podria determinar si
otros genes de cofia ya descritos tienen un papel andlogo en polen y tubo polinico
mediante RT-PCR.

En estudios posteriores de este tipo, deberdn considerarse algunos otros
aspectos como la organizacién del genoma y su influencia en la coexpresién de
algunos genes. Por ejemplo, considerar que una gran fraccién de los genes de
Arabidopsis estdn organizados en dominios de cromatina y presentan patrones de
coregulacidn en respuesta a sefiales de desarrollo o ambientales (Ligeng et al.,
2005), podria darnos una idea de que tan probable es la convergencia génica
entre dos tipos celulares.

Finalmente la continuidad de este proyecto, con algunas de las estrategias
planteadas, podria resultar en el aislamiento y caracterizacién de otros genes
con patrones de expresién especifica, ya sea del esporofito o del gametofito de
Zea mays, que podria aplicarse como herramienta de seleccién para el desarrollo
de plantas que respondan a diversos estimulos del medio ambiente.
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