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RESUMEN

El conocimiento de la secuencia de bases que codifica una molécula de una
proteina funcional representa un gran avance para la ciencia béasica pues, a pesar de
ocupar un pequefio espacio en el cromosoma. contiene suficiente informacién de la
que se derivan respuestas para una gran variedad de preguntas como por ejemplo:
(Cual es el origen de algunas enfermedades hereditarias?. (Por qué algunos
organismos tienen caracteristicas diferentes en su desarrollo?. ;Por qué unos
organismos son inmunes a enfermedades y otros no? La importancia de este
conocimiento radica en la aportacion de las herramientas necesarias para resolver los
problemas que se presentan para una mejor manera de sobrevivencia. El presente
trabajo se refiere a una de las estrategias establecidas para el conocimiento de la
secuencia de un gen; particularmente, el gen que codifica una enzima que se

encuentra involucrada en algunos procesos celulares de las plantas.

Qe utilizé la técnica conocida como Amplificacion rapida de los extremos
terminales (RACE por sus siglas en inglés; Rapid Amplification of ¢cDNA Ends)
para completar la secuencia de un gen de la fosfolipasa C (PLC) de células en
suspensién de cafeto. Se sintetiz el ADNe por transcripcién reversa a partir de
ARN total de células en suspension de 14 dias de cultivo. La sintesis del ADNc se
realizé incluyendo secuencias de nucledtidos conocidas tanto en el extremo 5" como
en el 3° que posteriormente se utilizaron como sitio de anclaje para los cebadores

especificos. La Amplificacion se realizé por la PCR utilizando cebadores (en sentido

y antisentido) especificos para la fosfolipasa C en combinacién con un cebador (en
sentido v antisentido) especifico para la secuencia ligada al ADNc sintetizado. En
los experimentos para la amplificacion rdpida del extremo 5°, se obtuvo la
amplificacion de un fragmento de aprox. 1100 pb cumpliendo nuestras expectativas.
Este fragmento se clond, se analizé y actualmente se encuentra en secuenciacion. En

relacion a los experimentos de RACE 37, no se obtuvieron resultados favorables




