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RESUMEN

Dasylirion cedrosanum es una planta dioica de importancia comercial
debido que a partir de ella se obtiene una bebida alcohdlica con denominacion
“Sotol”, actividad por la cual se han utilizado de manera desmedida las plantas
encontradas en regiones naturales provocando un desequilibrio poblacional
entre machos y hembras de esta especie. Con el objetivo de dar una solucion a
este problema, se plante6 determinar los niveles de etileno en plantas machos
y hembras, cuantificacion de etileno una de las fitohormonas menos estudiadas
relacionadas con la diferenciacion sexual en plantas. Sin embargo, uno de los
problemas para la cuantificacién del etileno es la toma de muestra para el
posterior analisis por técnicas cromatograficas. Debido a lo anterior, este
trabajo se enfoca en la cuantificacion indirecta de etileno por medio de la
expresion de la enzima ACC oxidasa. Se evaluaron dos técnicas de extraccion
de ARN (técnica de TRIZOL con y sin modificaciones y la técnica CTAB-LICl) a
partir de tejido de hoja y pifia de Dasylirion cedrosanum y fueron disefiados 5
primers con base a las secuencias de ARNm de diferentes plantas (Asparagus
officinalis, Arabidopsis thalian, Dasylirion spp., y Saccharum officianarium). Los
resultados muestran que la mejor técnica para la extraccion de ARN a partir de
tejidos de D. cedrosanum fue la de Trizol, siendo afadido este a la muestra
fresca antes de llevar a cabo la maceracion de la misma con nitrégeno liquido.
En el caso de los primers, solo el que fue disefiado a partir de la secuencia de
Dasylirion (gen enddgenol8 S ribosomal) logré amplificar con el ADNc de D.
cedrosanum, por lo que fue imposible evaluar la expresion del gen de ACC
oxidasa. Sin embargo, con el establecimiento de la técnica para la extraccion
de ARN a partir de tejidos de D. cedrosanum se puede llevar a cabo un
posterior andlisis del transcriptoma de esta planta y con ello conseguir la

sintesis adecuada de un primer especifico para el gen de ACC oxidasa.

Palabras clave: Dioica, Etileno, ARN, ACC oxidasa, Dasylirion.
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1.1 INTRODUCCION

Se cree que las plantas con flores evolucionaron de un antepasado
comun hermafrodita, y que a partir de este antepasado se llevo a cabo la
evolucion hasta la aparicion del caracter dioico y monoico. A pesar de que la
mayoria de las plantas con flores son hermafroditas (75%), en éstas se ha
favorecido una amplia gama de atributos sexuales, particularmente
relacionados con el movimiento de gametos entre individuos (fecundacion
cruzada) (Abarca et al., 2010).

Dasylirion cedrosanum es una planta que pertenece a la familia
Asparagaceae (Zarate, 2003) cuya distribucion en México comprende la region
norte del altiplano en altitudes que oscilan entre los 1000-2000 msnm (Robles
et al., 2008). Su caracteristica reproductiva es del tipo dioico, con presencia de
flores pistiladas y estaminadas, lo cual hace que la reproduccion cruzada sea
obligada (Sat6, 1935). Reyes et al., 2012 sefialan que desde la germinacién
hasta la primera floracion, transcurren de 12 a 15 afios, lo cual hace dificil la
determinacién temprana del sexo en estas plantas. Por otra parte, Bogler, 1994
reporta que una vez que la planta tiene la madurez suficiente ya es mas
perceptible esta caracteristica, es decir, que ambos sexos cuentan con un
escapo donde se encuentran los estambres en los machos o los pistilos en las
hembras. Uno de los usos que se le da a especie es el uso de la pifia para la
produccion de una bebida alcohdlica con denominacién “Sotol”, siendo
utilizadas de manera indistinta plantas tanto machos como hembras de areas
naturales, las cuales son extraidas por los productores de esta bebida
artesanal. Por esta actividad es que en algunas areas naturales con sotol se ha
perdido las proporciones adecuadas entre machos y hembras para obtener una
reproduccion efectiva, y con ello, la posibilidad de reforestar el area.

Una de las formas en que se puede ayudar a reforestar es mediante la
implementacion de viveros, sin embargo, es necesario conocer el sexo de la
planta y las proporciones entre macho y hembras adecuadas para una
fertilizacion efectiva. La literatura menciona que existen 3 factores involucrados
en la diferenciacion sexual en plantas: Cromosomas 0 genes ligados al sexo,
marcadores macromoleculares para estambres y pistilos, y compuestos

sefalizadores (fitohormonas) (Cubero, 2003; Azofeifa, 2006; Harvey et al.,



1997). Sin embargo, a la fecha se ignora cual de estos es el mecanismo que
interviene en la determinacién del sexo en el género Dasylirion (Tanurdzic et al,
2004); no obstante, conforme a lo indicado por algunos autores se ha
observado que ciertas fitohormonas juegan un papel importante en la
diferenciacion sexual en las plantas dioicas (Louis et al., 1990). Dentro de las
fitohormonas relacionadas con la diferenciacion sexual en plantas se
encuentran las giberelinas y citocininas que juegan un papel importante en la
induccion de la masculinizacion y feminizacion de las flores, respectivamente
(Menéndez, 2012). Aunque es importante mencionar, que €ste no es un
comportamiento generalizado en las plantas, ya que existen algunas otras
fitohormonas que también participan en la diferenciacion sexual, como lo son:
las auxinas, el acido abscisico y el etileno (Garcia, 2012). De estas hormonas,
el etileno es la molécula con mayor complejidad de cuantificar debido a que su
rapida volatilidad dificulta la toma de muestra y posterior cuantificacién por
técnicas cromatogréficas.

Con base en lo anterior, el presente trabajo se enfoco en la evaluacion
de 2 técnicas de extraccion de ARN con y sin modificaciones con la finalidad de
obtener material genético para determinar la expresion del gen de la enzima
ACC oxidasa (enzima responsable de la conversibn del acido 1-
aminociloprpano carboxilico en Etileno) como un indicador indirecto de los
niveles de etileno en la planta. Dentro de la metodologia realizada se llevé a
cabo la evaluacion de la técnica de TRIZOL con y sin modificaciones, asi como,
la Técnica de CTAB-LIiCl a partir de tejido de hoja y pifia de Dasylirion
cedrosanum. El material genético obtenido se destind a la determinacion de la
expresion del gen de ACC oxidasa, para lo cual se disefiaron 5 primers a partir
de la secuencia de ARNmM de diferentes plantas (Asparagus officinalis,
Arabidopsis thalian, Dasylirion spp., y Saccharum officianarium). Los resultados
obtenidos mostraron que la técnica con la que se logré obtener una buena
extraccion de ARN fue la de Trizol, siendo afiadido este a la muestra fresca
antes de llevar a cabo la maceracion de la misma con nitrégeno liquido para la
extraccion del material genético. En el caso de los primers, solo el que fue
disefiado a partir de la secuencia de Dasylirion (gen endégenol8 S ribosomal)
logré amplificar con el ADNc de D. cedrosanum, es por ello que fue imposible

evaluar la expresion del gen de ACC oxidasa en los tejidos de la planta de
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sotol. Sin embargo, con el establecimiento de la técnica para la extraccion de
ARN a patrtir de tejidos de D. cedrosanum se puede llevar a cabo la obtencion
de material genético para un posterior analisis del transcriptoma de esta planta
y con ello conseguir la sintesis adecuada de un primer especifico que lleve a
cabo la evaluacion de la expresion del gen de ACC oxidasa, obteniendo asi

una herramienta fiable para la medicion indirecta de los niveles de etileno.
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2.1 JUSTIFICACION

El papel del etileno en la diferenciacion sexual de las plantas ha sido
poco estudiado, habiendo escasas técnicas totalmente estandarizadas para su
determinacidn sobre ensayos in vivo, lo cual conduce a que esta hormona se
deje de lado a comparacion de otras.

Por lo anterior, el actual trabajo de tesis se enfocara en estandarizar una
técnica de extraccion de ARN para el posterior desarrollo de un primer
empleado para la cuantificacion de la expresion del gen de la ACC oxidasa
(enzima responsable del ultimo paso en el proceso de la formacién del etileno)

como técnica alternativa para la cuantificacion de etileno.

2.2 OBJETIVO GENERAL

e Establecer una técnica de extraccion de ARN a partir de hoja y pifia de
Dasylirion cedrosanum, y evaluar la expresién genética de la enzima
ACC oxidasa en estos tejidos mediante el uso de diferentes primers

disefiados a partir de la secuencia RNAm de diferentes plantas.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Implementar una técnica para la extraccion del ARN a partir de tejidos
de hojas y pifia de D. cedrosanum.

e Disefiar uno 0 mas iniciadores especificos (primers) para analizar la
expresion de la enzima ACC oxidasa mediante la(s) secuencia(s) del
gen de ACC oxidasa de Dasylirion cedrosanum u otras especies
vegetales relacionadas.

e Cuantificar la expresion del gen de ACC oxidasa en tejido de hoja y pifia

de D. cedrosanum por PCR-TR.
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3. ANTECEDENTES

El sotol (Dasylirion cedrosanum) que significa, lirio grueso y suculento,
es una planta nativa del Desierto Chihuahuense, la cual se desarrolla en
diversos tipos de terreno, preferentemente en lomerios de suelos someros y
bien drenados, en donde convive con una gran variedad de formas de vida; es
una planta muy rustica y componente del matorral desértico rosetofilo, aunque
ocasionalmente forma parte del matorral desértico microfilo (Reyes et al., 2012;
Coutifio, 2003). Se han hecho investigaciones sobre su distribucidon geografica,
taxondémica, y algunos aspectos generales como tipo de planta (perenne),
policarpica, semicilindrica y dioica (existen plantas hembras y plantas machos)
y en cierta medida sobre su fermentacién alcoholica y contenido de azlcares
(Requena et al., 2007; Reyes et al., 2012).

3.1 Taxonomia y Distribucién

El sotol pertenece al género Dasylirion, de la familia Agavaceae
(Henrickson et al., 1977). Este género comprende alrededor de 14 a 18
especies y se distribuye en el suroeste de los Estados Unidos y México
(Henrickson et al., 1977; Bogler, 1994).

De acuerdo a Bogler, 1994, en México existen 14 especies de este
género las cuales son: Dasylirion ecotrichum; D. glaucophylum (estado de
México.); D. graminifolium; D. inermis (San Luis Potosi); D. leiophyllum
(Chihuahua y oeste de Coahuila); D. longissimum, (México); D. miquihuanense
(Tamaulipas); D. parrianum (San Luis Potosi); D. serratifolium (sureste de
México); D. simplex (Durango, México); D. texanum (norte de Coahuila); D.
texanumvar. Avernas (México); D. wheeleri (Sonora, Chihuahua y Durango); D.
cedrosanum (centro y sur de Coahuila); D. heteroteca (norte de Coahuila). Las
especies reportadas para Coahuila son cinco: Dasylirion texanum, D.
cedrosanum, D. leiophyllum, D. stewartii con las variedades D. stewartii var.
stewartii; D. stewartii var. glaucum y D. heterocanthum (Henrickson et al, 1977;
Bogler, 1994). El sotol Dasylirion cedrosanum es una planta de tamafo medio

a robusto con un tallo principal y en ocasiones dos a tres tallos secundarios,



hojas regulares y extendidas, glaucas de color gris palido a verde palido, de 80
a 100 cm de largo, y de 2 a 3.5 cm de ancho, ascendiendo rectamente y
deflexionando con la edad, plano encima, rotundamente quillado abajo,
margenes finamente denticulados, los dientes regularmente curveados hacia la
punta, de 3 a 4 mm de largo, amarillo pélido a rojizo (Reyes et al., 2012; Robles
et al., 2008) Su apariencia puede ser la de palmeras altas, o de hierbas con
grandes inflorescencias de sélidas y finas flores (Coutifio, 2003) y al contrario
de lo que ocurre con un grupo de especies del género Agave, las plantas de
sotol continlan vivas después de la floracion, la cual ocurre un numero
indeterminado de veces durante el ciclo de vida (Reyes et al., 2012). Esta
especie se desarrolla en pastizales y matorrales desérticos rosetoéfilos del
centro y sur del estado de Coahuila, y matorral crasirosulifolio espinoso, tipo de
vegetacion caracteristicos del area biogeografica conocida como Desierto
Chihuahuense, en altitudes de 1000 a 2000 msnm (Henrickson et al, 1977;
Zarate, 2003), aunque también se encuentra en regiones semiaridas de las
zonas de transicion (Vazquez, 2001).

El sotol es una planta nativa del desierto Chihuahuense conocido por los
productores por su importancia para la alimentacion del ganado y para la
produccion de una bebida tipica de la regién. EI género de ésta planta fue

descrito por primera vez por Joseph Gerhard Zuccarini (Cuadro 1).

CUADRO 1 Descripcion botanica de D. cedrosanum

Phila Spermatophyta
Division Anthophyta
Clase Angiosperma
Subclase Monocotiledénea
Familia Nolinaceae
Género Dasylirion
Nombre comun Sotol

Fuente: www.sotol.com
3.2 Filogenia

El primer arbol usado para representar las relaciones entre organismos
vivos fue, probablemente, el arbol botanico o arbol genealdgico de las plantas
(Spivak, 2006). En los términos mas generales, un arbol filogenético es una
representacion esquematica de entidades bioldgicas que estan conectadas por
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descendencia comun, pueden ser especies 0 grupos taxondmicos mayores
(Gregory, 2008).

Hoy en dia, la mayoria de arboles filogenéticos se crean a partir de datos
moleculares ya sea ADN, ARN o proteinas. Se tiende a usar ADN cuando se
analizan especies cercanamente emparentadas, porque proveen mayor
informacion (las cadenas de ADN son mas largas que las cadenas de
aminoacidos); mientras que las secuencias de amino4cidos son usados para
andlisis filogenéticos de especies mas lejanamente emparentadas (Simmons,
2002).

Se han realizados estudios monograficos del género Dasylirion, donde
se reconocen 16 especies, incluyendo cuatro nuevas. El andlisis del ADN de
los cloroplastos (cpADN) indica que las especies de Dasylirion del sur de
México son basales dentro del género (Reyes, 2002). Se estudiaron las
filogenias tanto del Dasyliion como el de las Agavaceas, mediante
comparaciones del cpADN y secuencias de la region ITS del rADN; los
resultados indican que Dasylirion, Nolina, Beaucarnea y Calibanus se
encuentran en un grupo que estd mas cercano a Maianthemum, Polygonatum,

Liriope, Dracaena y Sansevieria, que a Yucca y Agave (Bogler, 1994).

3.2.1 Arbol Filogenético

IE Serenoa !aryota ARECACEAE

| IRDACEAE

N,
———{—Neoletl | ORCHOACEAE

FIGURA 1 Fragmento amplificado del arbol filogenético del D. cedrosanum 11




FIGURA 2 Analisis de distancia por el método de neighbor-joining, empleando las
distancias obtenidas con el modelo de dos parametros de Kimura (1981) para 118
monocotiledoneas y 16 especies de paleohierbas como grupo externo.

Fuente: Hutchinson (Agavales) vs. Huber y Dahlgren (Asparagales): andlisis moleculares
sobre la filogenia y evolucion de la familia Agavaceae sensu Hutchinson dentro de las
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3.3. Plantas hermafroditas

Las flores en las Angiospermas presentan una gran diversidad de
tamafo, formas y colores y cumplen la funcién de promover la reproduccion
sexual. La mayoria de las plantas presentan flores hermafroditas, es decir, que
portan drganos femeninos y masculinos (Richards, 1997). Si bien la presencia
del gineceo y estambres en una misma flor predomina, existen presiones
selectivas que tienden a modificar la distribucion de los 6rganos sexuales de tal
patron hermafrodita (Richards, 1997). Esta divergencia se explicaria
principalmente como una estrategia para evitar la depresion por endogamia, al
fomentar la fecundacion de los Ovulos con polen proveniente de otros
individuos. De este modo, incluso en plantas con flores hermafroditas, la
presentacion del polen y del estigma puede presentar separacion espacial
(hercogamia) o temporal (dicogamia), disminuyendo la probabilidad de
autofecundacién y promoviendo la polinizacion cruzada (Pacheco et al., 2006).

Para la mayoria de las plantas, los organismos responsables del proceso
de polinizacion son los insectos (Proctor et al., 1996). El grado de dependencia
de los polinizadores para la reproducciéon dependera en parte de la distribucion
de sexos de la especie, siendo de mayor importancia en especies que
presenten separacion espacial o temporal en los Organos femeninos y
masculinos (Pacheco et al., 2006).

Sin embargo existen otras plantas en el que la separacién de 6rganos
sexuales no se da como tal en diferentes individuos (Figura 3) como es el caso
del maiz (Zea mays), sino que dentro de una misma planta estan los dos sexos
(Weberling et al., 1987).
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FIGURA 3 Planta monoica (Zea mays).
Posee inflorescencias  masculinas vy

femeninas en la misma planta.

. . Fuente: www.biologia.edu.ar/botanica
3.4. Dioecia

Dentro del reino vegetal, la separacion de sexos ha surgido a lo largo de
la evolucién en mas de 100 ocasiones diferentes (Charlesworth, 2002). Con
cada nuevo evento, filogenéticamente independiente, surge un nuevo sistema
de reproduccion que puede ser similar o completamente distinto a los
anteriores, por ello en las plantas no hay un mecanismo general que explique el
dioicismo (lglesias et al., 2012).

A menudo estd asociada con plantas de gran tamafio y polinizacion
abidtica, pero, es rara en plantas con flores grandes, especializadas, con
morfologia compleja (Iglesias et al., 2012).

Existen muchas plantas que presentan esta caracteristica de dioecia,
como por ejemplo: el mamén, sauce, palma datilera, maiz, papaya, entre otras,

solo por mencionar algunas (Figura 4).
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Pie femenino (B)
Fuente: http://www.biologia.edu.ar

3.5. Laimportancia de las fitohormonas en la diferenciacién sexual de las
plantas

Las fitohormonas del crecimiento con frecuencia tienen funciones
decisivas en muchos procesos del crecimiento. El estudio de estas sustancias
ha sido un impulso importante para entender los procesos de desarrollo vegetal
(Pimienta et al., 2006).

En estudios desarrollados anteriormente se han establecios los
parametros que indican que las hormonas presentes en las plantas tiene un
cierto grado de influencia en la determinaciébn sexual de éstas. Algunos
ejemplos de estas hormonas son: giberelinas, citocininas, acido abscisico,
auxinas y etileno.

En el caso de las giberelinas se sabe que a pesar de conocerse un
namero bastante amplio en plantas, solo unas pocas demuestran actividad
biolégica. Segun lo reportado por Yu et al., en 2004, esta fitohormona induce la
formacion de elementos florales y adicionalmente pueden afectar la
determinacion sexual al actuar sobre genes del tipo AGL20, LEAFY, AP1, AP3
y AG, los cuales conducen a que sea posible modificar la estructura floral y
conducir a la produccién de flores masculinas o femeninas.

En cuanto a las auxinas promueven el alargamiento celular pero inhiben
la diferenciacion, mientras que las citocininas estimulan la division mediante la
cual se producen nuevas células y pueden también evitar el envejecimiento
celular (Calva et al., 2005).
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Otro compuesto fitorregulador, presente en las plantas es el acido
abscisico, Xiong et al, 2003 mencionaron que esta fitohormona regula muchos
aspectos del crecimiento y el desarrollo de las plantas, incluyendo la
maduracion de los embriones, la dormancia de las semillas, la senescencia,
las respuestas celulares a estrés abidtico y el cierre estomatico.

El etileno estimula la maduracion principalmente de frutos, el acido
abscisico inhibe la accion de las auxinas, giberelinas y citocininas operando
como sistema de defensa natural contra efectos de estrés fisiolégicos
(Aitchison et al., 1977; Street, 1977; Calva et al., 2005).

Todos los compuestos mencionados anteriormente aplican para plantas
monoicas y diocas. La diferenciacion sexual para el grupo de plantas conocidas
como dioicas, es un proceso que favorece la alogamia, mediante la separacion
fisica de los gametos masculinos y femeninos (Simpson et al., 1999; Rangel et
al., 2010).

De acuerdo a las diferentes especies, las plantas pueden tener tres
posibles opciones: una es que la especie tenga los dos sexos en individuos
separados (dioicas), que mantenga los dos sexos en flores del mismo
individuo (monoicas), o que tengan una combinacién de ambos (Tanurdzic et
al., 2004).

Pero los responsables de que esto sea posible se deben a varios
factores que van desde los niveles de nutrimentos disponibles en el medio,
hasta las condiciones climatolégicas del medio ambiente imperante, que estan
involucrados durante el proceso de desarrollo de la planta. Sin embargo existe
otro grupo de factores que son considerados los responsables directos de

estas diferenciaciones.

3.6 Tipos de factores determinantes para el sexo en las plantas

3.6.1 Cromosomas o genes ligados al sexo

Existen varios factores que involucran las determinaciones sexuales tanto
en plantas como en animales: criptica, génica, cromosomica (haploidiploidia) y
cromosomas especiales (sexuales). Este ultimo constituye la forma mas
comun en organismos con distintos fenotipos sexuales como mamiferos, aves

e insectos. También existen en plantas aunque son muy poco frecuentes y se
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restringen a las plantas diocas (Bryonia dioca, Cannabis sativa, Humus
lupulus). Las especies diocas generalmente tienen cromosomas sexuales. Las
bases genéticas de la determinacion del sexo no son las mismas en todos los
organismos. El sistema de determinacion cromosomica del sexo, mas simple y
difundido tanto en plantas como en seres humanos es XX-XY, donde (XX-

hembra y XY-macho) (Ferreira et al., 2005).

3.6.2 Marcadores moleculares para estambres y pistilos

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar
con un rasgo genético (GOmez, 2012). Para Valadez et al., en 2000 un
marcador se refiere a cualquier molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o
peso molecular conocido que sirve para monitorear o calibrar la separacion de
las mismas utilizando electroforesis o cromatografia. Se distinguen dos tipos:
las proteinas (Isoenzimas) y los marcadores de ADN (Azofeifa, 2006; Cubero,

2003) y se mencionan a continuacion:

a) Isoezimas

b) Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP)
c) Amplificaciéon Aleatoria del ADN Polimérfico (RAPD)

d) Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP)
e) Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas (SSR)

f) Amplificacion Aleatoria del Polimorfismo de Microsatélites (RAMPO)

3.6.3 Fitohormonas

Las hormonas juegan un papel de gran importancia en la regulacion del
sexo de las plantas. En general, el etileno, la citocininas y las auxinas
promueven feminizacién, mientras que las giberelinas producen
masculinizacién. Se ha demostrado que el etileno controla el aborto del
desarrollo de estambres en melén y pepino por medio de CmACS7 y CsACS2,
dos genes que se expresan especificamente en los carpelos de las flores
femeninas (Martinez, 2013). Por otra parte se ha comprobado

experimentalmente que el etileno promueve feminizacion en plantas de
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calabazas (Cucurbita pepo), en contraste con el efecto de masculinizacién que
promueve en otras plantas, por ejemplo, en la sandia (Citrullus lanatus)
(Rudich, 1990).

Para el caso de las auxinas, Trebitsh et al., 1997 trabajo con el gen CS-
ACS1 del pepino, en el que la secuencia gendmica se amplifico del DNA
genomico por PCR para cuantificar la influencia de esta fitohormona y el etileno
en la determinacion sexual de esta planta. La muestra fue inducida por auxinas
y por ACC, sin embargo observaron que la presencia de altas concentraciones
de estos compuestos generaba una floracion tardia en la planta, pero
mejoraban considerablemente la produccion de flores pistiladas, reduciendo la
de produccién de flores masculinos.

Otra hormona relacionada con la diferenciacion sexual es el &cido
abscisico (ABA), el cual se ha observado que es un mediador entre la
percepcion del estrés y la promocion de la respuesta a través de la induccion
de otras fitohormonas, por lo que juega un papel crucial en la regulacion de las
respuestas de las plantas frente a los factores ambientales (Montoliu, 2010).
Existen reportes que indican que la acumulacibn ABA en citricos bajo
condiciones de estrés hidrico esta asociado al incremento en el contenido de
ACC. La inhibicién de la sintesis de ABA reduce la acumulacion de ACC, la
produccion de etileno y la abscision foliar en citricos sometidos a estrés hidrico
y posterior rehidratacion (Gémez et al., 1996).

Haciendo hincapié en la funcionalidad del etileno en la planta, es una
hormona dificil de cuantificar aun por diferentes metodologias. Esto es debido a
que es una molécula altamente volatil, simple y pequefia presente en
angiospermas y gimnospermas aunque también en bacterias y hongos, que es
capaz de moverse rapidamente por los tejidos por difusion. (Jordan et al.,
2006).

3.7 Etileno

Es el hidrocarburo insaturado mas simple que existe dentro del grupo de
los alguenos (Figura 5). Regula diversas rutas metabdlicas y los procesos de
desarrollo en las plantas. La historia de su descubrimiento como una molécula

de sefal u hrmona de la planta fue descrito por Abeles et al., en 1992.
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FIGURA 5 Estructura del etileno con

su doble enlace.
Fuente: http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx
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3.7.1 Funciones del etileno en las plantas

La participacion del etileno como regulador del envejecimiento, la
maduracion de los frutos y la respuesta a patégenos es bien conocida (Barrera
et al., 2012). El etileno fue una de las fitohormonas descubiertas a finales del
siglo XX, periodo en el que se documentdé que el gas producido de
emanaciones durante la extraccibn de la hulla causaba envejecimiento
prematuro y abscision de las hojas de las plantas (Abeles et al.,, 1992).
Posteriormente se demostrdé que las plantas lo producen de manera natural,
estableciéndose de esta manera que el etileno es un regulador endégeno del
crecimiento y desarrollo vegetal, incluso como posible factor en la
diferenciacion sexual de las plantas (Schaller et al., 2002).

El hecho de ser un gas a temperatura y presion ambientes le confiere
unas caracteristicas peculiares, como la capacidad de difundir libremente entre
los espacios intercelulares, la de coordinar una respuesta rapida y uniforme en
los tejidos, y ademas, la posibilidad de alterar su concentracion interna
simplemente modulando la velocidad de sintesis del gas, sin la participacion de
un sistema metabolico adicional para reducir la concentracion de la hormona
libre (Azcon et al., 2000).

3.7.2 Efectos fisioldgicos del etileno

En resumen se puede mencionar que sus principales efectos en las

plantas radican en los siguientes puntos:

> La maduracion de los frutos.
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La abscision.

Estimula la senescencia floral y foliar.

Epinastia en hojas.

La expresion sexual. Induce feminidad floral en plantas dioicas.

Rompe la latencia.

V V.V V V VY

Estimula el crecimiento y la diferenciacion en tallos y raices (triple
respuesta).

» Induce formacién de raices adventicias (Giovannoni, 2001; Jordan et al.,
2006)

3.7.3 La senescencia

Es el conjunto de procesos metabdlicos que preceden a la muerte de
una célula. Es un periodo que abarca desde la madurez de una parte u érgano
de la planta hasta su muerte (Santamarina et al., 2004).

e Esté caracterizado por procesos degradativos, fundamentalmente de: la
clorofila, proteinas celulares, ARN, etc.
e Se ha demostrado que la produccion de etileno se incrementa durante la

senescencia y que la aplicacion exdgena del mismo también la induce.

3.7.4. Sintesis de Etileno. El papel de la ACC Oxidasa y ACC Sintasa

El C,H, se genera en los 6rganos de las plantas superiores, la tasa de
produccion depende del tipo de tejido y de su estadio de desarrollo. En general
las regiones meristematicas, nodales y las frutas durante su maduracion, son
las regiones mas activas en la biosintesis (Bradford, 2008; Marquez, 2009).

El etileno C,H; se biosintetiza a partir del aminoacido metionina
(Liebermann, 1979), exactamente a partir de los carbonos 3 y 4 (Abeles et al.,
1992), por accién de la enzima Adenosil Metionina Sintasa (Ado-Met sintasa)
generando S-Adenosil Metionina (S-Ado-Met), con requerimiento de ATP, el S-
Ado-Met es el precursor de acido amino ciclo propano carboxilico (ACC), la
etapa limitante en la ruta es la conversion de S-Ado-Met a ACC, catalizado por
la ACC-Sintasa (Bradford et al.,, 1980) . El grupo tiometilo (CH3-S) de la
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metionina, es reciclado a través del “Ciclo de Yang” por medio de la via de 5-
metiltioadenosina, llegando nuevamente hasta metionina; esta via ciclica
involucra el consumo de energia (ATP) y de (O,). La ultima etapa de la via
formadora de C,H, la cataliza la enzima oxidasa (ACC-oxidasa) que requiere
de O, como sustrato y oxida el ACC para reducir C,H4 CO, y acido cianhidrico
(HCN) (Wang et al., 2002), el cual es detoxificado a cianoalanina por la
cianoalanina sintasa para prevenir su acumulacion toxica. Cuando se tiene una
concentracion alta de ACC como control natural de la produccion de CyH,, se
produce una malonilacion del ACC generando el N-Malonil-ACC, el cual es
precursor de otros metabolitos secundarios (Cervantes, 2002; Kevin et al.,
2002).

Como ya se menciond anteriormente que la transformacion de SAM (S-
adenosil-metionina) en ACC la cataliza la ACC sintasa, esta enzima es inducida
por varios tipos de estrés, incluyendo inundacion, lesiones o por herbicidas
auxinicos (Figura 6). La ACC sintasa se vuelve mas activa 0 mas enzima es

producida en respuesta a esos estreses (Bradford et al., 1980).

ACC sintasa

FIGURA 6 Transformacion de la S-adenosil-
metionina en ACC mediante la actividad enzimatica
de la ACC sintasa debido a varios tipos de estrés.

Dado que el etileno es una hormona gaseosa, su cuantificacion se torna
un poco dificil con métodos analiticos. Por lo que se han desarrollado nuevas
técnicas para poder determinarlos. A continuacion se mencionan algunas de

las mas importantes:

3.8 Técnicas para determinar fitohormonas

3.8.1 Cromatografia de gases

La cromatografia de gas es una técnica muy util para la separacion y
determinacién de compuestos organicos volatiles y semivolatiles que sean

térmicamente estables.
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Se han hecho trabajos al respecto en donde se ha utilizado cromatografia
de gases para la cuantificacion de la produccion de etileno. Bautista et al., 2005
evaluaron por medio de cromatografia la intensidad respiratoria y la produccién
de etileno en la maduracion de chicozapote (Manilkara sapota).

Existe otro trabajo enfocado en este mismo aspecto, pero esta vez se
evaluaron los dafios por frio en zapote mamey (Pouteria sapota Jacg.) cambios
en volatiles, firmeza y azucares totales (Alia et al., 2005).

Por medio de esta técnica se ha cuantificado este mismo gas (etileno) en
Annona muricata L. cv. Elita, y su relacion con la tasa respiratoria durante la
etapa de poscosecha (Marquez, 2009).

Greef et al., 1976 utilizando materiales vegetales emplearon cromatografia
gaseosa para encontrar el limite minimo de deteccién de etileno, encontrando
para las condiciones de experimentacion aplicadas, limites de deteccién entre
0,1 y 0,01 ppb de manera reproducible, siendo este el método comunmente
usado para determinar C, Hy en productos biolégicos por ser seguro y sensible.

Otros estudios con respecto al empleo de cromatografia gaseosa en la
determinacion de etileno lo llevé a cabo Murayama en 1998, quién estudi6 la
influencia de la produccion de etileno sobre algunos cambios en la pared
celular y la firmeza de dos cultivares de pera Pyrus communis L. (cv.
Marguerite marillet y cv. La france), encontrando que la maxima produccion de
etileno para el cv. Margarita marillet fue de 4 plskg-1+h-1 y para el cv. La france
fue de 12 pl*kg-1+h-1, para ambos cv., la firmeza presentd disminucién continua
durante toda la etapa de poscosecha, siendo los frutos del cv., La france fueron

los que mostraron mayor ablandamiento.

3.8.2. Cromatografia de gases acoplada a masas

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
es la herramienta mas empleada y poderosa para el andlisis de una amplia
variedad de moléculas, por exactitud, sensibilidad y reproducibilidad, asi como
por la posibilidad de convertir moléculas no volatiles en volatiles por medio de
la aplicacion de reactivos que permiten la metilacion o silacion de las moléculas

de interés.
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Se han publicado muchas técnicas para la determinacion del ACC. El
Método mas antiguo se basa en la conversion oxidativa del ACC extraida del
etileno después seguido de un andlisis por cromatografia de gases.
Actualmente ya existen métodos directos para la cuantificacion de este
precursor del etileno. Smets et al., 2002 utilizando 100 g de muestras de tejido
vegetal fresco de Brassica napus y Arabidopsis thaliana extrajeron y analizaron
el ACC utilizando Bromuro de Pentafluorobenzyl (PFBBr), el cual permite la
deteccion sensible de éste acido a través de cromatografia de gases acoplada
a masas en modo de ionizacion quimica negativa. La combinacion de ésta
técnica mas un método de purificacion de alta eficiencia se pudo determinar
con éxito las relaciones entre el desarrollo de la planta y sus niveles de ACC o
etileno de las mismas durante sus etapas especificas fenotipicas.

En otro articulo de investigacion se reporta el efecto de la baja regulacion
de la biosintesis de etileno en el complejo sabor de la manzana (Dandekar et
al., 2004). Este autor estudi6 la capacidad de las manzanas transgénicas para
sintetizar el etileno enddégeno y su papel en la regulacion del azucar, acidos
organicos, textura y componentes volatiles. Trabajando con frutos de plantas
de manzana silenciadas para cualquiera de las enzimas de ACC sintasa o0 ACC
oxidasa, demostr6 que existe una reduccion de la produccion de etileno
autolitico. De modo que llegé a la conclusién que tanto los azucares o los
acidos organicos no estan controlados directamente por la cantidad de etileno
presente en la fruta, es mas los resultados indican que el etileno regula
diferencialmente componentes de calidad de la misma y la disponibilidad de
estos manzanos transgenicos proporciona un recurso Unico para definir el

papel del etileno y de otros factores que regulan el desarrollo de los frutos.

3.8.3. Cromatografia de liquidos (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en
inglés), es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria solida y
una fase movil liguida. Las separaciones se logran por procesos de particion,
adsorcion o intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada
(Valls et al.,, 1998; Azafa et al., 2007). Como resultado, la técnica es

ampliamente utilizada en el analisis de medicamentos, proteinas,
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carbohidratos, compuestos fendlicos, antibioticos y metabolitos secundarios de
plantas entre otros (Gutiérrez, 2012).

En trabajos reportados recientemente se han llevado a cabo la medicion
de la actividad del precursor del etileno, el acido l-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) empleando este método (HPLC) y en cromatografia de gases
vinculado a espectrometria de masas. En dicho método se emple6 de 100-200
mg de peso fresco de material fresco para determinar la actividad de ACC en
las raices del maiz (Zea mays L.), las hojas jovenes de pepino (Cucumis
sativus L.) y las plantulas aerdbicas y anaerébicas de la planta del arroz (Pisum
sativum L.). En ello se observa que el procedimiento por HPLC es mas rapido
y mas seguro que un método GC-MS existente y mas especificas y confiables
gue los ensayos indirectos ampliamente en uso (Hall et al., 1989).

En 2000 Petritis et al., analizaron simultAdneamente por cromatografia
liquida acoplada espectrometria de masas por pulverizacién iénica la actividad
de la ACC no derivado y su analogo estructural acido ciclopropano-1,1
dicarboxilico (ACD) en el tejido de la manzana Golden Delicious (Malus
domestica). Emplearon un total de 100 g de muestra fresca para su trabajo de
investigacién. Observaron a través del método empleado (LC-MS) que ciertas
proteinas como el acido glutamico y la Treonina mostraban ciertas
interferencias durante el andlisis con la sefial de la ACC, por lo que se tuvieron
que separar por el método cromatografico adecuado. Finalmente consiguieron
detectar con éxito la actividad de este precursor del etileno en el jugo de la
manzana después de un tratamiento previo antes de su analisis (Petritis et al.,
2000).

3.8.4. Determinacién enzimética de la enzima ACC oxidasa y ACC sintasa

Otras de las metodologias utilizadas para la cuantificacién de etileno de
una manera indirecta es la medicion de la actividad de la enzima ACC sintasa
que es la encargada de conversion del S-adenosil-L-metionina (SAM) en acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) que es el precursor del etileno, el cual
se convierte en el etileno mediante una reaccion de oxidacion catalizada por la
ACC oxidasa (Bhowmik et al., 2004; Mathooko et al., 2004). La literatura

reporta que esta técnica ha sido empleada para la medicién de las actividades
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in vitro de ACC oxidasa en extractos de proteinas obtenidos de hojas de tomate
que se prepararon de acuerdo a metodologia propuesta por Madhaiyan et al.,
2007 y Petruzzelli et al., 2000.

Esta metodologia ha sido empleada para cuantificar la actividad de la
ACO en extractos de tejidos de plantas como lo son: Asaparagus officinalis L.
(Bhowmik et al., 2004), Prunus persica L. (Mathooko et al., 2004), Mangifera
indica (Tovar et al., 2001), Cucurbita maxima (Hyodo et al., 1993), Diospyros
kaki (Caqui) (Zheng et al., 2005).

3.8.5. Técnicade PCR-TR

La reaccién en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son
PCR (polymerase chain reaction), es una técnica que fue desarrollada por Kary
Mullis a mediados de los afios 80. Con esta metodologia se pueden producir en
el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico, incluso en
presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su nombre indica, se
basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de fabricar
una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus Unicos
requerimientos son la existencia de nucleotidos en el medio (adenina, timina,
citosina y guanina) debido a que son la materia base para fabricar el ADN, y
una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que queremos
copiar para que sirva como cebadora (el cebador, en inglés "primer").

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta pero presenta algunos
inconvenientes, como son que nO eS una técnica cuantitativa y una
relativamente alta probabilidad de obtener falsos positivos por contaminacion.
Para solventar este ultimo problema se ha de optimizar la secuencia de los
cebadores, asi como la temperatura precisa para que estos se unan al ADN en
la localizacion correcta y realizar una adecuada manipulacion de los reactivos.
Por otra parte para solventar el problema de la cuantificacion se han generado
unas variaciones sobre el esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo que se

conoce como PCR cuantitativa o PCR en tiempo real.
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3.8.6. Cuantificacion de la expresion del gen de la ACC oxidasa por PCR-TR

Se han hecho varios trabajos que indican que la actividad de la ACC
oxidasa esta involucrado con la produccion de etileno en las plantas con frutos.
Por ejemplo; Rodriguez et al., en 2011 midieron la produccion de etileno y CO,
en la Pitaya (Stenocereus stellatus (Pfeiff.) Riccob.); asi como, el aislamiento
parcial del gen de la ACC oxidasa de esta especie, y finalmente, lograron
cuantificar la expresion del gen durante la maduracion del fruto mediante la
técnica de PCR-TR. La evaluacion por PCR se llevé a cabo utilizando los
cebadores de ACC oxidasa y 100 ng de ADN total extraido de plantulas de
pitaya. La secuencia fue comparada en el sitio del NCBI (Blast) mostrando una
alta identidad con genes de ACC oxidasas de otras plantas reportadas
previamente. Al término de la investigacion se detectd que la expresiéon del gen
de la ACC oxidasa ocurre durante la maduracion del fruto (Rodriguez et al.,
2011).

En 2004, Bhowmik et al., midieron el cambio en la actividad y expresion
de la ACC oxidasa en esparrago en respuesta a la sintesis de etileno inducido
en esta planta. Para el ensayo de la ACO, se realizé de acuerdo con el método
descrito por Fernandez-Maculet & Yang, 1992. Emplearon 2 g de material
congelado y para la extraccion del ARN empleando el método de borato
caliente reportado por Wan & Wilkins, 1994. En el experimento observaron que
la sintesis de etileno es variable a lo largo de la planta, dentro de los resultados
mas destacables se observd que la parte donde se habia practicado una
escision la tasa de produccion de etileno fue de 2 a 6 veces mas elevado que
en la parte inferior de la planta, para ello llevaron a cabo un analisis de
secuencia de homologias utilizaron la informacion disponible en GenBank y el
software de la base de datos EMBL.

Otro autor, Yim et al., en 2013 cuantific6 mediante PCR la emision de
etileno producido por la bacteria Methylobacterium sp. en plantas de tomate
Lycopersicon esculentum Mill. Para llevar a cabo su investigacion inocularon la
cepa de la bacteria antes mencionada y fueron evaluando el efecto de dicha
inoculacion en el comportamiento del crecimiento y desarrollo de la planta
después del trasplante de la misma. Para medir la actividad de la ACO in vitro

por medio de la metodologia reportada por Madhaiyan et al.,, 2007 y
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Petruzzelli et al., 2000 se empled una pequefia cantidad de muestra congelada.
Una vez llevado a cabo el analisis por PCR, los resultados indicaron que la
acumulacion de ACC y ACO (precursores del etileno) en las hojas del tomate
que fueron inoculadas con Methylobacterium sp. presentaron una reduccion
significativa. Con lo anterior se confirmé que la actividad de esta bacteria
aumenta la actividad de las enzimas de defensa en la planta de tomate

mediante la modulacién de la ruta de biosintesis del etileno.
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Capitulo 4

MATERIALES Y METODOS
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencion y Almacenamiento de la Muestra

Las muestras empleadas para esta tesis, se obtuvieron dentro de las
instalaciones de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro. Dichas
muestras consistieron en obtener tejidos de hoja y pifia de Dasylirion
cedrosanum. Estas se extrajeron de plantas jovenes.

Se cortaron trozos pequefios de la hoja del sotol, asi como de la pifia y
se introdujeron en nitrégeno liquido con el fin de evitar que el ARN se degrade.
Ya en el laboratorio se metieron en frascos perfectamente cerrados y se

almacenaron en el ultracongelador (-80 °C).

4.2 Extraccion de ARN

4.2.1. Método de Trizol

El tejido congelado o liofilizado fue macerado con nitrégeno liquido,
posteriormente se pesaron 100 mg (tejido congelado) 6 20 mg (tejido liofilizado)
en un tubo de 2 ml, e inmediatamente se agregd 1 ml de TRI reagent (Sigma-
Aldrich). Se incubé 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
agregaron 200 ul de cloroformo y se agité vigorosamente hasta que se obtuvo
un aspecto lechoso, luego se incubd 15 minutos a temperatura ambiente. La
mezcla se centrifugd a 12,000 g por 15 min a 4°C. Se recupero el sobrenadante
y se coloco en un tubo de 2 ml nuevo. Se agregaron 500 pl de isopropanol frio
y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Luego se
centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4°C. Se removi6 el sobrenadante y se lavo
la pastilla de ARN con 1 ml de etanol al 70% frio agitandolo haciendo
inversiones del tubo. Se centrifug6 a 7,500 g por 5 min a 4°C. Se removio el
sobrenadante y se dej6 secar la pastilla aprox. 15 min a temperatura ambiente.
Después de los 15 minutos se habian formado gotitas de etanol, por lo que se
removieron con papel. Entonces la pastilla de ARN se re-suspendio con 50 pl
de agua DEPC. (Metodologia reportada por Sigma Aldrich). Nota. Si no se

disuelve la pastilla calentar el tubo a 60°C por 10-15 min. Finalmente se
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alicuoto la solucién de ARN en 3 tubos de 0.6 ml (15 pl, 15 pl, 20 ul). EI ARN se
almacend a -80°C (si es a temperatura menor se DEGRADA) (Metodologia

reportada por Sigma Aldrich).

4.2.2. Método de Trizol Modificado (con citrato)

Siguiendo el método tradicional del Trizol, también se hicieron pruebas
con Citrato de Sodio agregdndose éste después de agregar el Trizol a la
muestra y después de recuperar el sobrenadante una vez llevado a cabo el
centrifugado tal como se describe en el método. El tejido congelado o liofilizada
se macerd con nitrégeno liquido, posteriormente se pesaron 100 mg (tejido
fresco) 6 20 mg (tejido liofilizado) en un tubo de 2 ml, e inmediatamente se
agregaron 1 ml de TRI reagent. Posteriormente a las muestras se les agregé
250 ml de Citrato de Sodio 0.8 M. Se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente y posteriormente se agregaron 200 pl de cloroformo y se agitaron
vigorosamente hasta tener un aspecto lechoso, la mezcla se incubaron 15 min
a temperatura ambiente. Después la mezcla se centrifugé a 12,000 g por 15
min a 4°C. Luego se recuperd el sobrenadante y se coloc6 en un tubo de 2 ml
nuevo. Posteriormente se agregé 250 ml de Citrato de Sodio y se agit6. Se
agregaron después 500 pl de isopropanol frio y se incubaron a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Se centrifugaron a 12,000 g por 10 min a 4°C. Se
removié el sobrenadante y se lavo la pastilla de ARN con 1 ml de etanol al 70%
frio agitando haciendo inversiones del tubo. Se centrifugd a 7,500 g por 5 min a
4°C. Se removio el sobrenadante y se dejo secar la pastilla aprox. 15 min a
temperatura ambiente. Después de los 15 minutos se habian formado gotitas
de etanol, por lo que se removieron con papel. Entonces la pastilla de ARN se
re-suspendié con 50 pl de agua DEPC. Nota. Si no se disuelve la pastilla
calentar el tubo a 60°C por 10-15 min. Finalmente se alicuot6 la solucion de
ARN en 3 tubos de 0.6 ml (15 pl, 15 pl, 20 pl). EI ARN se almacené a -80°C (si
es a temperatura menor se DEGRADA) (Metodologia reportada por Sigma
Aldrich).
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4.2.3. Técnica de CTAB-LICI

Se tomaron 100 mg de muestra (peso fresco) se macerd en un mortero
con nitrégeno liquido y se transferié en microtubos de 2 ml con 600 pl de buffer
de extraccion 1(ver anexo 2). La muestra se agitd brevemente y se incubo
durante 15 min a 65 °C. Después de esta incubacion se agrego 600 ul de buffer
de extraccion 2 y 600 pl de cloroformo-alcohol isoamilo 24:1 viv (CIA) y se agito
vigorosamente con la mano (incubar 5 min a temperatura ambiente). La mezcla
se centrifugd a 12000g durante 10 min a una temperatura de 4 °C. El
sobrenadante se transfiri6 a un nuevo microtubo de 2 ml y se afadié un
volumen CIA y las fases se separaron por centrifugaciéon a 12000 x g durante
10 min a 4 °C. El sobrenadante acuoso fue transferido a un microtubo de 2 mly
se le agregd 1 volumen de CIA y las fases fueron separadas por centrifugacion
a a 12,000g por 10 min a 4°C, El sobrenadante acuoso fue transferido a un
tubo de 2mL y se afiadié un ¥ de volumen de una solucion de 10M de LiCl

El RNA se dejo precipitar toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente la mezcla
se centrifugd a 12000 g durante 10 min a 4 °C y el sedimento se lavo dos veces
con etanol frio al 70%, se dej6 secar durante 10 minutos y luego el ARN fue

disuelto en 50 pl con agua DEPC.

4.3. Cuantificacion de ARN

Para cuantificar el ARN se utilizd el espectrofotometro en el método de
ARN, se midié un blanco (agua milli Q) y posteriormente las muestras. Para
medir la muestra se agregaron 2 pl de muestra y 198 ul de agua milli Q, se
tomaron los datos de Absorbancia a una longitud de onda de 260 y 280, y el
valor R.

El ARN es un material susceptible a la degradacion debido a la accién
de las ribonucleasas. En general, se obtiene muy poca cantidad, por lo que
cuantificarlo implica perder una parte apreciable del mismo si no se trabaja de
forma adecuada la muestra. En la toma de datos (Cuadro 2), los
espectrofotometros convencionales utilizan grandes volimenes de muestra y

aunque es posible realizar una dilucion, se compromete la concentraciéon que
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en ocasiones puede llegar a no ser detectable. Para ello se hace un cuadro

como el siguiente:

CUADRO 2 Cuantificacion de ARN y Proteinas

Muestra | A 260 | A 280 R Ug/ml Ug totslll)es (50
sodo g =A260/a280 | ~AZ80)A00)BO | yg/miy0.05)
la muestra )

4.3.1. Calidad del ARN

Para verificar la calidad de los resultados de extraccion de ARN por los
métodos mencionados anteriormente se llevaron a cabo una secuencia de tres
pasos, las cuales consisten en los siguientes:

Preparacién del gel. Se prepar6 un gel de agarosa al 1.3% de la siguiente
manera: Se pesaron 0.52 g de agarosa y se le agreg6 a un vaso de precipitado
con 25 ml de agua DEPC, una vez que se disolvid la agarosa (mezcla
transparente), se agregaron 8 ml de MOPS y 7 ml de formaldehido, e
inmediatamente se agregd la mezcla en el portagel junto con el peine
(cuidando que no quedaran burbujas). Se dejé solidificar (30 minutos).

Preparacién del ARN para correr el gel. En tubos de 0.6 ml se prepararon
las muestras, como se muestran en el Cuadro 3:

Para medir la calidad del ARN se hizo mediante una electroforesis
desnaturalizante. Para llevara a cabo esta electroforesis se necesitaron los
valores de cuantificacion del ARN para realizar los calculos de las muestras.

Para ello se elaboré un cuadro como el que se presenta a continuacion:

CUADRO 3 Calidad de ARN

Ul de buffer
Ul de muestra loading
Muestra (2 ug) Ul de agua DEPC (buffer de
carga)

Utilizar en caso que se
requiera aforar la muestra a | Siempre son 5 ul
5 ul

En total 5 ul

No debe de
pasar de 5 ul
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Ya que se tuvo en cada tubo la muestra, el agua o el buffer loading se
incubaron a 60°C por 10 min, inmediatamente después se pasaron a 4°C para
enfriarse. Una vez que el gel se solidifico, se sumergido en la camara de
electroforesis para ARN y se agreg6 solucion MOPS 1X a la camara hasta la
marca, posteriormente se quitd con cuidado el peine hacia arriba.

Corrida del gel, voltaje y tiempo para ARN. Se cargaron cada una de
las muestras en los pozos (todo el contenido del tubo), cuidando que no se
derramaran, al final se anot6 el orden de como se acomodaron las muestras en
el gel. La camara se conecto a la fuente de poder, y se dej6 correr a 70 volts
por 1 hora 20 minutos después se saco el gel de la camara con cuidado y se
coloc6 en el Transiluminador para ver las bandas. Se tomaron las fotos
correspondientes y se guardaron en la computadora del Transiluminador y en

una memoria USB.

4 .4. Sintesis de c-ADN

Primera reaccién. Se requirieron 2 ug de ARN para la reaccién, se aforo
a 5 ul con agua DEPC, luego se agreg6 un control negativo solamente con 4 pl
de agua DEPC y 1 pl de Random primer. Los tubos se calentaron a 70°C por 5
minutos en una termoplaca, inmediatamente se pasé a 4°C por 5 minutos. Se
centrifugd por 10 segundos en microfuga.

Segunda reaccién. Se hizo la siguiente mezcla en un tubo de 2 ml
(cantidades para 1 muestra, si son 20 muestras se multiplica las cantidades por
21, es decir se agrega 1 muestra mas para que no falten reactivos. En el
Cuadro 4 se muestran los reactivos y las cantidades a empleadas para llevar a

cabo esta reaccion.

CUADRO 4 Reactivos para una segunda reaccion de c-DNA

Reactivo Cantidad

Agua libre de nucleasas 5.5l
Buffer de reaccién 5X 4 ul
MgClI2 3ul

DNTP mix 1l

Inhibidor de ribonucleasa 0.5 ul
Transcriptasa reversa 1l
TOTAL 15 pl
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Una vez preparado el coctel de reactivos, fueron tomados 15 pl del coctel y
fueron agregados al tubo de la primera reaccion, manejando cuidadosamente
ciertas condiciones tanto de temperatura como de tiempo (Cuadro 5).
Finalmente, los tubos fueron colocados en el termociclador bajo las siguientes

condiciones:

CUADRO 5 Condiciones de la mezcla de reactivos para segunda reaccion de c-
DNA en el termociclador

Temperatura (° C) Tiempo (min)
25 5
42 60
70 15
4 HOLD (tiempo en espera)

NOTA: Una vez terminado el tiempo en el termociclador, los tubos

fueron guardados se a -20 °C.

4.5. Disefio de Primers o iniciadores

Para llevar a cabo la secuenciacion se buscé informacion en la base de

datos de NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) para Dasylirion cedrosanum, pero

no se encontrd ninguna informacion al respecto.

Sign in to NCBI

Gene | Gene [+]|Dasylirion cedrosanum 0]
Save search Limits Advanced Help

A e following terms were not found in Gene: cedrosanum, Dasylirion cedrosanum[All Fields].

.
© Seo the search datalls, Search details
. (Dasylirion cedrosanum[All
© 1o items found. Fields))
4
seamore.
Recent activity =
Turn Qff Clear
Q_ Dasylirion cedrosanum (0)
Gene
See more...
You are here: NCBI > Genes & Expression > Gene Write to the Help Desk
GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED NCBIINFORMATION
NCEI Education Chemicals & Bioassays Publled Genetic Testing Registry About NCBI
NCEI Help Manual Data & Software Bookshelf Publled Health Research at NCBI
NCBI Handbook DNA & RNA Publded Central GenBank NCBINews
Training & Tutorials. Domains & Structures Publied Heath Reference Sequences NCBIFTP Site
Genes & Expression BLAST Gene Expression Omnibus NCBI on Facebook

FIGURA 7 Portal de la pagina web de Base de datos de genes
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Por lo anterior, se procedié a trabajar con plantas filogenéticamente
cercanas a D. cedrosanum de las cuales existiera informacion sobre el gen de
ACC oxidasa. Dentro de las plantas que cuentan con informacion sobre el gen
de ACC oxidasa en la base de datos del NCBI encontramos a: Saccharum
officianarum, Asparagus officialis, Arabidopsis thaliana y Daysilirion para el gen
18S citoplasmético (que sera usado como gen endogéno o gen control). Cabe
mencionar que de estas plantas solo Asparagus officialis se encuentra
relacionada filogenéticamente con D. cedrosanum, sin embargo, se considero a
Arabidopsis thaliana debido a que esta planta es usada como modelo en
biologia molecular. Por otro lado, se consideré el gen de ACC oxidasa de
Saccharum officianarum debido a que es una de las pocas plantas con mas
informacion de dicho gen y se tom6 el gen 18s de Dasylirion como gen
enddgeno debido a que es el Unico gen de este género del que existe
informacion.

A partir de la informacion del ARNm encontrada en la pagina del NCBI
(programa especializado en el disefio cebadores o primers para PCR) para el
gen de ACC oxidasa de cada una de las plantas mencionadas anteriormente, y
para el gen 18s de Dasylirion se procedié a disefiar los primer que fueron
utilizados para la evaluacién de la expresion génica de ACC oxidasa. Para el
disefio de los primers se utilizé el software PRIMER-BLAST encontrado en la

pagina del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y se siguieron los

siguientes parametros para llevar a cabo el disefio y seleccion de cada primer.

4.5.1. Parametros para el disefio de Primers para la expresion de genes

Dentro de los parametros a considerar para el disefio y seleccion de primers
encontramos los siguientes:

1. Disponibilidad en una base de datos de la secuencia de ARNm del gen
de interés y del organismo que se vaya a evaluar. En caso de que no
exista, partir de la secuencia de una especie lo mas relacionado al de
interés.

2. El tamano del producto de amplificacion debe encontrarse entre 100 a

200 pares de bases (pb).
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3. La temperatura de anillamiento de cada primer (forward y reverse) debe
encontrarse entre 57° C a 61 ° C, con un 6ptimo de 60 °C (Nota: Entre
primers (forward y reverse) no debe haber una diferencia mayor a 1 °C
en la temperatura de anillamiento.

4. El nimero de G y C (Guanina y Citocina) en las ultimas 5 bases del
primer no debe exceder de 3.

5. No deben haber formacién de dimeros u horquillas entre los primers.

Posterior al disefio, las secuencias generadas para cada primer fueron
verificadas y validadas por medio del Software Oligo Analyzer-Integrated
DNA Technologies

(http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/), el cual es una

herramienta sencilla que determina las propiedades del primer como Tm
(temperatura de anillamiento), % GC (guaninas y/o citocininas), formacién de
bucles, formacion de dimeros y compatibilidad de primer a primer.

La secuencia de los primers que cumple con todos estos parametros es
seleccionada y enviada a la empresa Macrogen (Seoul, Korea) para llevar a
cabo la sintesis del primer. Las secuencias de cada primer se detallan en el

apartado del Anexo 1.

4.5.2. Preparacion del primer

Los primers se hidrataron con agua DEPC a una concentracion de 100
pmol, a partir de esa concentracién (solucion madre) se preparé una soluciéon
de trabajo de 15 pmol. A continuacién se presentan las temperaturas de
anillamiento para cada primer (calculada por el fabricante).

Primers: ACO-Ef (54.3 °C), ACO-Er (50.2 °C), ACC —Ef (64 °C), ACC-Er (60.3
°C), ACC-Sf (60.5 °C), ACC-Sr (60.5 °C), 18 Sr RNA Df (60.5 °C), 18 Sr RNA
Dr (60.5 °C), ACC-Af (60.5 °C), ACC-Ar (60.5 °C).

Muestras: Hoja y Pifia de Dasylirion cedrosanum.
Uno de los criterios importantes a considerar al trabajar con primers para

PCR es la temperatura de anillamiento del primer (Tm). La literatura sugiere
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gue para un analisis de expresion de genes se debe manejar un rango de
temperatura de anillamiento entre 50° C y 65° C, ya que no se especifican
valores exactos para cada tipo de primer a emplear. Se manejaron dos
temperaturas para cada par de primer, una para el forward y otra para el
reverse. Para seleccionar las temperaturas a usar (Cuadro 6), se tomaron los

valores mas bajos de cada par de primer.

CUADRO 6 Primers con temperaturas 6ptimas

PRIMER TEMPERATURAS DE
ANILLAMEINTO (°C)
ACO-E 50.2
ACC —E 60.3
ACC-S 60.5
18 ST RNAD 60.5
ACC-A 60.5

NOTA: los valores de temperatura de anillamiento se redondearon a 50 °C y 60
°C

4.6. PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

4.6.1 Master mix

Es una mezcla de componentes que se afiaden de forma comun a todas
las muestras y deben estar calculadas proporcionalmente a la cantidad de
muestra a trabajar para preparar solamente lo necesario.

Estos componentes se prepararon en el siguiente orden: buffer de
reaccion 10 X, MgClI,, iniciadores forward y reverse del gen que se quiere
detectar, la solucion de nucleo6tidos (DNTP’s) y finalmente la Tag polimerasa
(Cuadro 7), el volumen final habitual de la reaccion por muestra normalmente

suele ser de 25 pl.
CUADRO 7 Reactivos para la Preparacion del Master Mix

Reactivos Concentracion 1 muestra

Buffer de reaccion 10x A 1x 2.5uL
MgCl, 25 Mm 1.5 Mm 1.5uL
Primer F 15 pmol/uL 0.5pmol/uL-0.5 mM. | 0.83 uL
Primer R 15 pmol/UL 0.5pmol/uL-0.5 mM. | 0.83 uL
dNTP 'S 25 mM 0.2 Mm 0.2 uL
Taq polimerasa 500 U-5 1u 0.2 UL

U/uL

Agua BM 18 Ul
TOTAL 24 uL

Muestra DNA 1 Ul
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4.6.2. Condiciones para la PCR

Dentro del termociclador, las muestras estuvieron bajo tres temperaturas
diferentes que se repitieron una y otra vez (llamadas también ciclos de
reaccion). Durante estos ciclos el fragmento del gen a estudiar experimento
tres etapas (Cuadro 8 y 9) en el cual hubo un proceso de desnaturalizacion,
anillamiento y extensibn de acuerdo al tiempo y a las temperaturas

programadas dentro del termociclador.

CUADRO 8 Condiciones de PCR para sintesis de RNA

Numero de 30 ciclos
ciclos:
Tiempo Temperatura Ciclo Etapa PCR
10 minutos 95°C Desnaturalizacion
30 segundos 95°C v Desnaturalizacion
30 segundos 50°Cy 60 °C v Anillamiento
1 minuto 72 °C 4 Extension
10 minutos 72 °C Extension

CUADRO 9 Condiciones de PCR para sintesis de ARN con temperaturas reales

empleadas
Numero'de 30 ciclos

ciclos:

Tiempo Temperatura Ciclo Etapa PCR
10° 95°C Desnaturalizacion
30’ 95°C v Desnaturalizacion
30’ 56°C, 57°C, 58°C, 59°C v Anillamiento
1 72 °C 4 Extensién
10’ 72 °C Extensién

Debido a que no se logré amplificar los genes ACO-E, ACC-E, ACC-S y
ACC-A, se procedié a realizar un barrido de temperaturas de anillamiento,
donde se probaron 2 temperaturas arriba y 2 temperaturas por debajo de la
temperatura O6ptima de anillamiento para el primer ACO-E (Asparagus
officinalis) y 4 temperaturas por debajo de la temperatura Optima para los
primers ACC-E (Asparagus officinalis), ACC-S (Saccharum officianarum), ACC-A
(Arabidopsis thaliana) (Cuadro 10).
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CUADRO 10 Tipo de muestray temperaturas usadas para pruebas de primers

de barrido de temperaturas.

ACO-E (50°C Optima)

ACC-E (60°C Optima)

Hoja Pifa Hoja Pifa
52 52 59 59
51 51 58 58
49 49 57 57
48 48 56 56

ACC-S (60°C Optima) ACC-A (60°C Optima)

Hoja Pina Hoja Pina
59 59 59 59
58 58 58 58
57 57 57 57
56 56 56 56

4.7. Electroforesis horizontal de agarosa al 3%

En un vaso de precipitado se disolvié 4.5 g de agarosa en 150 ml de
buffer TAE 1x (Trizma base, acido bérico, EDTA 0.5M), mediante una parrilla
de calentamiento (300°C) hasta que la mezcla se torné transparente. Se dejo
enfriar la agarosa hasta una temperatura de 45°C. La solucion se vertié en un
portagel al cual se le agreg6 un peine, se evitd dejar burbujas en el gel. Se dejo
solidificar el gel de 15 a 20 minutos y se removié el peine. Sobre una tira de
parafilm se colocé una gota (1 ul) de buffer de carga (50% de glicerol, 1 mM
EDTA, 0.2% azul de bromofenol y 60 ug/mL de red gel), se coloco6 5 ul del ADN
de una muestra (4 ul de marcador molecular 100 pb marca Axygen) y se
mezcl6 succionando y expulsando de 5 a 10 veces. La mezcla se colocé en un
pozo del gel, se colocé en la cAmara de electroforesis y se agregd un volumen
de buffer TAE 1x hasta cubrir completamente el gel. Las muestras se
fraccionaron a 90 volts por 45 minutos. En el Transiluminador de luz UV, se

visualizo la banda correspondiente a cada gen.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Métodos de Extraccion de RNA

5.1.1. Método del Trizol Modificado

En la Figura 8 se observan 4 muestras de PCR de dos 6rganos de sotol,
hoja y pifia (muestras frescas). En la cual se observan dos bandas nitidas para
cada muestra, sin embargo, se observa que la muestra 3 presenta un barrido
debido a la degradacion del ARN lo que indica un mal manejo de la muestra
durante la conservacion o un método de extraccion del ARN no adecuado. En
el caso del pozo 2 se observan bandas méas definidas sin presencia de
degradacion del material, para este caso el método utilizado fue el de Trizol
Modificado con adicion del citrato después de adicionar el Trizol a la muestra.
Este mismo paso se aplicé para la muestra 1, sin embargo se observan bandas
menos definidas e intensas, los cuales pudieron haber sido por varios factores
como el manejo inadecuado de las condiciones de temperatura durante el
proceso de maceracion, la toma de los pesos de las muestras y el tipo de
organo empleado (1 pifia, 2 hoja). En la muestra 4 se le agregd el citrato
después de tomar el sobrenadante después del centrifugado, sin embargo no
se observan con mucha intensidad las bandas de ARN, por lo que no se obtuvo
un buen resultado al respecto.

FIGURA8 Gel de agarosa de
extraccion de ARN por Método del
Trizol modificado. Pozos 1 y 3
(pifia), 2 y 4 (hoja). 41



En la Figura 9 se muestra el gel de 20 muestras de ARN (hoja y pifia de
D. cedrosanum), en el que se manejan dos tipos de muestras (frescas y
liofilizadas). También se modificaron las cantidades en cuanto a los ug
empleados en cada muestra. Para las muestras liofilizadas se tomaron valores
de 40, 60 y 100 pug de muestra. Para el caso de muestras frescas los valores
tomados fueron de 120 y 140 pug de muestra (ver Cuadro 11).

En la Figura 9 se observa que tanto para el caso de las muestras
frescas como para las muestras liofilizadas no hay una buena definicion de
bandas empleando el método de Trizol Modificado. Esta claro que las muestras
menos favorecidas para la obtencion de bandas de ARN son las muestras
liofilizadas como se puede observar en la Figura 9 donde las muestras 2, 4, 8y
9 se encuentra por completo degradado el material genético, mientras en el
resto de las muestras liofilizadas no se obtuvo una buena extraccion. En las
muestras frescas 14, 16 y 17 también se observa un alto grado de degradacion
aungue se observan mas intensas que las muestras liofilizadas, probablemente

debido a la cantidad de muestra empleada.

12 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 1617 18 19 20

:

FIGURA 9 Gel de agarosa de extraccion de ARN por 2 métodos (Método de Trizol
y Trizol Modificado). Pozos del 1 al 12 (muestras liofilizadas), de éstos, del 1 al 6
(hojas), del 7 al 12 (pifias). Pozos del 13 al 20 (muestras frescas), de éstos del 13 al
16 (hojas), y del 17 al 20 (pifias).
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CUADRO 11 Extraccion de RNA con técnica de Trizol modificado (con citrato)

NUMERO . )
DE MTLIJPEOS_II_DREA O6RGANO | cLAVE | TEcNICA MODIFI1CACION MODIFI;:ACION
MUESTRA
LF28 CITRATO
1 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na/.N.a.CI (Al 40 mg
inicio)
LE28 CITRATO
2 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na/.N.a.CI (Al 60 mg
inicio)
LE28 CITRATO
3 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na{N_a_CI (Al 100 mg
inicio)
i . LF28 CITRATO
4 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 40 mg
. . LF28 CITRATO
5 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 60 mg
. . LF28 CITRATO
6 Liofilizada Hoja HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 100 mg
LF28 CITRATO
7 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Naj.N_a_CI (Al 40 mg
inicio)
LF28 CITRATO
8 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Naj.N.a.CI (Al 60 mg
inicio)
LF28 CITRATO
9 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Naj.N.a'CI (Al 100 mg
inicio)
. o LF28 CITRATO
10 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 40 mg
i L LF28 CITRATO
11 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 60 mg
i L LF28 CITRATO
12 Liofilizada Pifia HEMBRA TRIZOL Na/NaCl (Al final) 100 mg
CITRATO
13 Fresca Hoja C15H TRIZOL Na/NacCl (Al 120 mg
inicio)
CITRATO
14 Fresca Hoja C15H TRIZOL Na/NacCl (Al 140 mg
inicio)
. CITRATO
15 Fresca Hoja C15H TRIZOL Na/NaCl (Al final) 120 mg
. CITRATO
16 Fresca Hoja C15H TRIZOL Na/NaCl (Al final) 140 mg
CITRATO
17 Fresca Pifia Ci5P TRIZOL Na/NacCl (Al 120 mg
inicio)
CITRATO
18 Fresca Pifia Ci5P TRIZOL Na/NacCl (Al 140 mg
inicio)
. CITRATO
19 Fresca Pinfa Ci5P TRIZOL Na/NaCl (Al final) 120 mg
20 Fresca Pifia Ci5P TRIZOL CITRATO 140 mg

Na/NaCl (Al final)
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En la Figura 10 presenta el gel de electroforesis de 15 muestras de ARN
(frescas), empleando dos técnicas de extraccion de ARN. Dado que se veia
pocos resultados confiables con la técnica que hasta entonces se habia
empleado, se decidié trabajar con un nueva técnica (Técnica de CTAB-LICI).
Para la nueva técnica se prob6 uno en hoja y otra en pifia y el resto se trabajé

con el método de Trizol modificado (ver Cuadro 12).

5.1.2. Técnica de CTAB-LICl y Trizol Modificado

A la modificacion que ya presentaba la técnica de Trizol se afiadié una
modificacion adicional que consiste adicionar el Trizol al mismo tiempo que se
afiade el nitrogeno liquido en el mortero que contiene la muestra vegetal para
posteriormente proceder a la maceracion de la muestra. A la par se emplearon
dos métodos mas, el método de CTAB-LICl y el método tradicional de Trizol
(sin adicion de citrato), en este ultimo tuvo como Unica modificacion la adicion
del Trizol al mismo tiempo que se afade el nitrdgeno liquido en el mortero que
contiene la muestra vegetal. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura 10, donde se puede apreciar que las muestras que proyectan las
bandas mas nitidas corresponden a las muestras 3, 9y 10, en los cuales no se
empled el citrato en ellas, sin embargo el hecho de que se les haya agregado el
Trizol antes de la extraccion influye en la buena extraccion de ARN, debido a
que este reactivo tiene la capacidad de proteger al ARN de la degradacién lo
cual puede ocurrir al momento de la pérdida de nitrogeno durante la

maceracion.
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FIGURA 10 Corridas de electroforesis con gel de agarosa para
extraccién de ARN (D. cedrosanum) por dos Técnicas. Pozo 1y 2
(Técnica de CTAB-LICI) con hoja y pifia respectivamente. Pozos del
3 al 15 (Técnica de Trizol Modificado). Pozos del 3 al 8 (hojas), del 9
al 15 (pinas).

CUADRO 12 Extraccion de ARN con dos técnicas (Técnica de CTAB-LiCly
Trizol Modificado)

NUMERO | 15 pe
DE MUESTRA ORGANO CLAVE TECNICA MODIFICACION
MUESTRA
Técnica de
1 FRESCA HOJA | SIN SEXO .
CTAB-LICI
- Técnica de
2 FRESCA PINA | SIN SEXO .
CTAB-LICI
SIN CITRATO
3 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL e
4 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL CITRATO Na/NaCl
(Al inicio)
5 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL CITRATO Na/NaCl
(Al inicio)
6 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL CITRATO Na/NaCl
(Al final)
7 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL CITRATO Na/NaCl
(Al final)
8 FRESCA HOJA | SIN SEXO TRIZOL CITRATO Na/NaCl
(Al final)
9 FRESCA PINA | SIN SEXO TRIZOL SIN CITRATO
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Na/NaCl

g SIN CITRATO
10 FRESCA | PINA | SINSEXO | TRIzOL \STRA

11 FRESCA PINA | SINSEXO TrRizoL | CITRATO Na/NaCl
(Al inicio)

12 FRESCA | PINA | SINSExO | TRizoL | CITRATO Na/NaCl
(Al inicio)

13 FRESCA | PINA | SINSExO | TRizoL | CITRATO Na/NaCl
(Al final)

14 FRESCA | PIRA | SINSExo | TRizoL | CITRATO Na/NaCl
(Al final)

15 FRESCA PINA | SIN SEXO TRIZOL C'TR'?ATI%’;'?)/ NaCl

5.2. Evaluacion del acoplamiento de primers con el cDNA

Se evaluaron 5 primers diferentes (ACO-E, ACC-E, 18 S ribosomal,

ACC-A, ACC-S) sintetizados a partir de secuencias de ARNm de plantas

diferentes, de los cuales solo el gen 18 S se acopld al cADN de D.

cedrosanum, ya que es el Unico primer sintetizado a partir del gen 18 S de

Dasylirion, (pozos 9 y 10) (Figura 11).

FIGURA 11 Gel de electroforesis para evaluacién de acoplamiento de primers con el

CADN.
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CUADRO 13 Evaluacion del acoplamiento de primers al cDNA con las
temperaturas Optimas reportadas para cada primer.

# TIPO DE TEMPERATURA | - c
MUESTRA MUESTRA PRIMER DE PRIMER ORGANO CLAVE TECNICA
Marcador
M
molecular
1 Fresca ACO-E 50 HOJA SIN SEXO TRIZOL
2 Fresca ACO-E 50 PINA SIN SEXO TRIZOL
3 Fresca ACC-E 60 HOJA SIN SEXO TRIZOL
4 Fresca ACC-E 60 PINA SIN SEXO TRIZOL
5 Fresca ACO-E 50 HOJA SIN SEXO TRIZOL
6 Fresca ACO-E 50 PINA SIN SEXO TRIZOL
7 Fresca ACC-E 60 HOJA SIN SEXO TRIZOL
8 Fresca ACC-E 60 PINA SIN SEXO TRIZOL
Marcador
M
molecular
Marcador
M
molecular
9 Fresca 18sr 60 HOJA SIN SEXO TRIZOL
10 Fresca 18sr 60 PINA SIN SEXO TRIZOL
11 Fresca ACC-A 60 HOJA SIN SEXO TRIZOL
12 Fresca ACC-A 60 PINA SIN SEXO TRIZOL
13 Fresca ACC-S 60 HOJA SIN SEXO TRIZOL
14 Fresca ACC-S 60 PINA SIN SEXO TRIZOL
Marcador
M
molecular

5.3 Evaluacion del barrido de temperaturas para el acoplamiento de
Primers con el cADN

En la Figura 12 podemos observar que aunque se llevé a cabo un
barrido de diferentes temperaturas (ver Cuadro 14) no se logro el acoplamiento
del cADN obtenido a partir de tejidos de hoja y pifia de D. cedrosanum con
ninguno de los primer sintetizados a partir de las secuencias de ARNm del gen
de ACC oxidasa de diversas plantas, ni siquiera con el gen obtenido a partir de
A. officinalis que es un género emparentado con Dasylirion. Lo cual indica que
la diferencia genética que existe entre estas plantas no permite utilizarlas como
modelo heterdlogo para la sintesis del gen de ACC oxidasa capaz de acoplarse
con el cADN de Dasylirion cedrosanum, por lo cual seria conveniente el analisis
del trascriptoma de la planta de sotol para la adecuada sintesis de un primer

del gen ACC oxidasa que pueda ser utilizado para la correcta evaluacion de la
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produccion de etileno realizada por esta planta en diversas condiciones

fisiolégicas normales o producidas por factores adversos bioticos y abidticos.

M 17 18 19 20

7

21 22 23 24

8

25 26 27 28

9 10 11 12 13

29 30

14 15 16

31 32

M

FIGURA 12 Barrido de temperaturas para evaluar el acoplamiento de

primers con el cADN.

CUADRO 14 Evaluacién de barrido de temperaturas en primers

NUMERO DE

TIPO DE

TEMPERATURA

MUESTRA MUESTRA PRIMER DE PRIMER ORGANO CLAVE TECNICA

M MARCADOR |
MOLECULAR

1 FRESCA ACO-E 48°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
2 FRESCA ACO-E 49°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
3 FRESCA ACO-E 51°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
4 FRESCA ACO-E 52°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
5 FRESCA ACO-E 48°C PINA SIN SEXO TRIZOL
6 FRESCA ACO-E 49°C PINA SIN SEXO TRIZOL
7 FRESCA ACO-E 51°C PINA SIN SEXO TRIZOL
8 FRESCA ACO-E 52°C PINA SIN SEXO TRIZOL
9 FRESCA ACC-E 56°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
10 FRESCA ACC-E 57°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
11 FRESCA ACC-E 58°C HOJA SIN SEXO TRIZOL
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12 FRESCA ACC-E 59°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
13 FRESCA ACC-E 56°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
14 FRESCA ACC-E 57°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
15 FRESCA ACC-E 58°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
16 FRESCA ACC-E 59°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
y MARCADOR | |
MOLECULAR
17 FRESCA ACC-S 56°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
18 FRESCA ACC-S 57°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
19 FRESCA ACC-S 58°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
20 FRESCA ACC-S 59°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
21 FRESCA ACC-S 56°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
22 FRESCA ACC-S 57°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
23 FRESCA ACC-S 58°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
24 FRESCA ACC-S 59°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
25 FRESCA ACC-A 56°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
26 FRESCA ACC-A 57°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
27 FRESCA ACC-A 58°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
28 FRESCA ACC-A 59°C HOJA | SINSEXO | TRIZOL
29 FRESCA ACC-A 56°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
30 FRESCA ACC-A 57°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
31 FRESCA ACC-A 58°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
32 FRESCA ACC-A 59°C PINA | SINSEXO | TRIZOL
M MARCADOR | |
MOLECULAR
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6. CONCLUSIONES

La técnica de extraccion con la que se obtuvo bandas de buena calidad
de ARN a partir de tejidos de hoja y pifia de D. cedrosanum fue la técnica de
Trizol con una modificacion que consta en la adicion de Trizol a la muestra

antes de ser macerada con nitrdgeno liquido en el mortero.

De los primers diseflados a partir de la secuencia de ARNm especifica
para el gen de ACC oxidasa obtenidas de una base de datos para cuatro
plantas (A. officinalis, A. thaliana, S. officianarum), asi como del primer
sintetizado para el gen endoégeno 18 S a partir de una secuencia de ARNm de
Dasylirion wheeleri, solo el gen enddgeno fue capaz de acoplarese al cCADN

sintetizado a partir del material genético obtenido de D. cedrosanum.

Por lo anterior, no fue posible cuantificar la expresion del gen de ACC
oxidasa en la tejidos de D. cedrosanum debido a que no se llevd a cabo el
acople de los primers disefiados con el cADN sintetizado a partir del ARN de D.

cedrosanum.
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7. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos, se propone que en un futuro se

lleve a cabo los siguientes puntos:

» Realizar una extraccion del ARN a partir de tejidos de la hoja, pifia y/o
escapo de D. cedrosanum para llevar a cabo el analisis del
transcriptoma de esta especie mediante secuenciacibn masiva, y con
ello obtener la informacion necesaria para el disefio de un primer
especifico para el gen de ACC oxidasa; asi como para disefiar primers
especificos para genes relacionados con otras fitohormonas o
metabolitos de importancia agronémica o industrial.

» Medir los niveles de expresion de los genes relacionados con la sintesis
de etileno en D. cedrosanum por medio de la cuantificacion de la
expresion de ACC oxidasa mediante la técnica de PCR en tiempo real

con el uso de un primer especifico para este gen.
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ANEXO 1
SECUENCIAS DE ARNm y PRIMERS
1. ACC oxidasa (Arabidopsis thaliana)

Nombre del primer: AAC A f(forward) r(reverse)

>Qi|23297271|gb|AY150384.1| Arabidopsis thaliana 1-aminocyclopropane-1-carboxylate
oxidase (At1g05010) mRNA, complete cds

ATGGAGAGTTTCCCGATCATCAATCTCGAGAAGCTTAATGGAGAAGAGAGAGCAATCACTATGGAGAAGA
TCAAAGACGCTTGTGAAAACTGGGGCTTCTTTGAGTGTGTGAACCATGGGATTTCACTCGAGCTTTTGGA
CAAAGTGGAGAAGATGACCAAGGAACATTACAAGAAGTGCATGGAAGAGAGATTCAAGGAATCGATTAAG
AACAGAGGTCTTGACTCTCTTCGCTCTGAAGTCAACGACGTTGACTGGGAATCCACTTTCTACCTCAAGC
ACCTTCCCGTCTCTAATATCTCCGATGTCCCTGATCTCGACGACGATTACAGAACGTTAATGAAAGACTT
CGCCGGAAAGATAGAGAAGTTGTCGGAGGAGCTACTGGATCTGCTGTGCGAGAATCTCGGTTTAGAGAAG
GGTTATTTAAAAAAGGTGTTTTACGGGTCGAAAAGACCGACTTTTGGAACCAAAGTCAGCAATTATCCAC
CTTGTCCTAATCCGGACCTAGTCAAGGGTCTCCGAGCCCACACCGACGCCGGCGGCATCATCCTCCTCTT
CCAAGACGACAAAGTCAGTGGACTTCAGCTTCTTAAAGACGGCGAGTGGGTCGATGTTCCTCCGGTTAAG
CATTCAATCGTCGTTAATCTCGGCGATCAACTTGAGGTGATAACCAATGGGAAGTACAAGAGTGTGGAAC
ATAGAGTGCTATCTCAGACAGACGGAGAAGGAAGAATGTCGATCGCATCATTCTATAATCCGGGAAGCGA
CTCTGTTATTTTTCCGGCGCCGGAGCTGATCGGAAAAGAAGCAGAGAAGGAGAAGAAAGAGAACTATCCG
AGATTTGTGTTTGAAGATTACATGAAACTCTACTCTGCTGTCAAGTTTCAGGCCAAGGAACCAAGGTTTG
AAGCCATGAAAGCTATGGAGACAACTGTGGCCAACAATGTTGGACCATTGGCCACTGCGTGAATGATATG
TAACTGGTTAATAAATATATATA

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template Self Self 3'
strand complementar complementarit
ity y
Forward CGACGTTGACTGG Plus 20 24 26 60. 55. 5.00 3.00
primer GAATCCA 6 5 04 00
Reverse TTCTCGCACAGCA Minus 20 40 38 60. 55. 4.00 2.00
primer GATCCAG 4 5 11 00
Product 159
length
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2. —18 S rRNA (Daysilirion)

Nombre del primer: 18rRNAD f(forward) r(reverse)

>ENA|HM640705|HM640705.1 Dasylirion wheeleri voucher Chase 3469(K) 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence.

CAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTATGAACAAATTCAGACTGTGAAACTGCGAATGG
CTCATTAAATCAGTTATAGTTTGTTTGATGGTACGTGCTACTCGGATAACCGTAGTAATT
CTAGAGCTAATACGTGCAACAAAACCCGACTTCCGGAAGGGATGCATTTATTAGATAAAA
GGCCGACGCGGGCTCTGCCCGGTGCTCTGATGATTCATGATAACTCGACGGATCGCACGG
CCCTCGTGCCGGCGACGCATCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATA
GAGGCCTACCATGGTGGTGACGGGTGACGGAGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGAGGGAGC
CTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGAC
ACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATACCGGGCTCAAACGAGTCTGGTAATTGGAAT
GAGTACAATCTAAATCCCTTAACGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTT
GGACCTTGGGCTGGGCCGGCCGGTCCGCCGTCCGGTGTGCACCGGCCGTCCCGTCCCTTC
TGCCGGCGATGCGCTCCTGGCCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCCGTTACTTTG
AAGAAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGTATACATTAGCATGGGATAACATC
ACAGGATTTCGGTCCTATTGTGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAAGAGGGACAG
TCGGGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGAAAGACGAACA
ACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTGGGGGCTCGA
AGACGATCAGATACCGTCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACCAGGGATCGGCGGAT
GTTGCTTTTAGGACTCCGCCGGCACCTTATGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCCGGGGGG
AGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAG
CCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGGTCCAGACATAGTAAGGATT
GACAGACTGAGAGCTCTTTCTTGATTCTATGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGG
TGGAGCGATTTGTCTGGTTAATTCCGTTAACGAACGAGACCTCAGCCTGCTAACTAGCTA
CGCGGAGGCATCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCGCTTAGGCCAYGGAA
GTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACA
CTGATGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAGGCCCGGGTAATCTTCGAAAATTT
CATCGTGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTGGTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGC
GCGAGTCATCAGCTCGCGTTGACTACGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCGCTCC
TACCGATTGAATGGTCCGGTGAAGTGTTCGGATCGCGGCGACGGGGGCGGTTCGLCCGLCC
GCGACGTCGCGAGAAGTCCACTGAACCTTATCATTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAA
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Primer pair 2

Sequence (5'->3") Template Start  Stop Tm GC% Self . Self 3 .
strand complementarity complementarity

Forward
orimer AACGGCTACCACATCCAAGG Plus 20 367 386 60.04 55.00 2.00 2.00
Reverse .
orimer ACCAGACTTGCCCTCCAATG Minus 20 530 511 59.96 55.00 3.00 3.00
Product
length 164

3.- ACO (ACC oxidasa) Saccharum officianarum

Nombre del primer: ACC S f(forward) r(reverse)

>Qi|41615358|gb|AY521566.1| Saccharum officinarum 1l-aminocyclopropane-1-
carboxylate oxidase (aco) mRNA, complete cds

CTCACTTCACTCCAGCGTTCAGCATTAGACACGCACAAGGAAGAAACAGTAGCTGGATACATCTCCTAGT
AGCCAGTCCAGTGGTCCCGCGAGCTCGTCGAGAGAAAACAGAGAGAGAGAGCAACATGGCGCCTGCATTG
TCATTCCCGATCATCGACATGGGGCTGCTCGGCGGGGAGGAGAGGCCGGCGGCGATGGAGCTTCTGCGCG
ATGCGTGCGAGAGCTGGGGCTTCTTCGAGATTCTGAACCACGGCATCTCGACGGAGCTGATGGACGAGGT
AGAGAAGCTGACCAAGGACCACTACAAGCGGGTGCGCGAGCAGAGGTTCCTCGAGTTCGCCAGCAAGACG
CTCAAGGACGCGCAGGACGTCAAGGCGGCGGAGAACCTGGACTGGGAGAGCACCTTCTTCGTCCGCCACC
TCCCGGAGTCCAACATCGCCGAGATACCGGACCTCGACGACGACTACCGGCGCGCGATGAGGCAGTTCGC
CGGCGAGCTGGAGGCGCTGGCGGAGCGGCTGCTGGACCTGCTGTGCGAGAACCTGGGCCTCGACAGGGGC
TACCTGGCGCGGGCGTTCCGCGGGCCCCGCACGGGCGCCCCGACGTTCGGCACCAAGGTGAGCAGCTACC
CGCCGTGCCCGCGCCCGGACCTCGTGAGCGGCCTGCGCGCGCACACCGACGCCGGCGGCATCATCCTGCT
GTTCCAGGACGACCGCGTGGGCGGGCTCCAGCTGCTCAAGGACGGCGCGTGGGTGGACGTGCCGCCCTTG
CGCCACTCCATCGTCGTCAACCTGGGGGACCAGCTGGAGGTGATCACCAACGGCAGGTACAAGAGCGTGA
TGCACCGGGTGGTGGCGCAGCCCGACGGCAACAGGATGTCCATCGCGTCCTTCTACAACCCGGGCAGCGA
CGCCGTCATCTTCCCCGCGCCGGCGCTGGTGAAGGCCGAGGAGGCGGCCGCGGGGGCGTACCCCAGGTTC
GTGTTCGAGGACTACATGAAGCTGTACGTGCGGCACAAGTTCGAGGCCAAGGAGCCACGGTTCGAGGCGT
TCAAGTCCGTGGAGACGGACAGCTCCAACTGCATAGCCATCGCGTAAAAGTTGGTCCCTGCGCCTAGCTC
TGGTTTACTGTGTTCGAGATGTATTTGCGGCGTTCTGTTCTGCGGCATGATCGTTTATGCCTGTGTCTTT
AGTCCCTCTCTGCTCTCCTTCGCTCGCTAGTTAGCCTGCTAGCTTGTTATATGTGTCGCGCACTCTGTTC
TGTAATATGTTTACTATTACAAAGCTATATTATGGGGAAAAAAAAAA
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Primer pair 1

Sequence (5'->3") Template Start  Stop Tm GC% Self . Self 3 .
strand complementarity complementarity

Forward
primer ACCAAGGACCACTACAAGCG Plus 20 291 310 59.97 55.00 3.00 2.00
Reverse .
primer ATCTCGGCGATGTTGGACTC Minus 20 445 426 59.90 55.00 5.00 3.00
Product
length 155

4.- Asparagus officialis
Usptream : (5"-GCNTGYGARAAYTGGGGNTT-3")
Downstream: (5"-GGYTCYTTNGCYTGRAAYTT-3")
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ANEXO 2

PREPARACION DE RECTIVOS PARA EXTRACCION DE ARN

PREPARACION DE MOPS 5X

Para 500 ml se emplean las siguientes cantidades de reactivos:

>

>

>

>

40 ml de acetato de sodio 0.5 M
360 ml de agua destilada

10.3 g de Mops

Ajustar pH de 7 (NaOH, 1N)
5mlIEDTAQ05M

Aforar a 500 ml

Mezclar perfectamente

PREPARACION DE TAE 10X

Para 500 ml se emplean las siguientes cantidades de reactivos:

vV Vv V¥V V VY

Tris Base 24.23 g

Acetato de amonio 2.05 g

EDTA 0.72 g

Ajustar a pH de 7.5 a 8.0 con &cido acético

Mezclar perfectamente
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PREPARACION DE BUFFER DE EXTRACCION |

Buffer de Extraccion I. Modificacién de la técnica de borato caliente. (Wan y
Wilkins, 1994; Yao et al., 2005).

Todas las soluciones fueron preparadas con Dietil Pirocarbonato (DEPC)

NaCl (200Mm)

Dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2%
Polivinilpirrolidona (PVP-40) al 1%
EDTA 25Mm

Tris HCI pH 8.0 (100mM)

YV Vv VY ¥V V VY

Proteinasa K (3U) Nota: Se afiaden 4uL de Proteinasa K por mL de
buffer.

» B-Mercaptoetanol al 1%

PREPARACION DE BUFFER DE EXTRACCION 2

Buffer de Extraccién Il. Modificacion de la técnica de CTAB. (Asif et al., 2000;

Cao et al., 2003).

Bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 2%
NaCl (1.4M)
Polivinilpirrolidona (PVP-40) al 2%

EDTA (20mM)

vV Vv V¥V V VY

B-Mercaptoetanol al 2%
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ANEXO 3

Cuadro 1. Preparacion de soluciones de trabajo de Primers

Vol. Total de
Nombre de Gen a evaluar sln madre a Sol. Trabajo Volumen final Temperatura
primer 100 (15 p pmol/pl) media °C
pmol/pl
. 7.5 ul sol.
ACO-Ef Acc;ﬁc:;f:"ssa) (A 355 pl H,0 Madre 50 4 c4a
Gen de articulo DEPC 42.5 H,0
DEPC
. 7.5 ul sol.
ACO-Er A(CAC. ?))f(fll(j:?::lls) 363 ul 1,0 Madre 50 l 50.2
Gen articulo DEPC 425 H,0
DEPC
ACC oxidasa 7.5 pl sol.
ACC-Ef . (6. ofﬂcmahs) 309 ul H,O Madre 50 pl 64.0
Disefiado a partir de DEPC 42.5 H,0
RNA, DEPC
ACC oxidasa 7.5 ul sol.
ACC-Er (A. officinalis) 317 ul H,O Madre 50 pl 603
Disefiado a partir de DEPC 425 H,0 '
RNA, DEPC
7.5 pl sol.
18SrRNA Df Gen enddgeno 294 ul H,O Madre 50 605
(Dasylirion) DEPC 42.5 H,0 '
DEPC
7.5 pl sol.
18SrRNA Dr Gen enddgeno 269 ul H,O Madre 50 pl 605
(Dasylirion) DEPC 42.5 H,0O '
DEPC
7.5 ul sol.
ACC-Af ACC ox.idasa 257 ul H,O Madre 50 605
(A. thaliana) DEPC 42.5 H,0O
DEPC
7.5 pl sol.
ACC-Ar ACC ox_idasa 306 pl H,O Madre 50 pl 605
(A. thaliana) DEPC 42.5 H,0
DEPC
. 7.5 pl sol.
ACC-ST (SAgfzc(i);(rliarliJam) 303 Wl H,0 Madre 50 pl 60.5
' DEPC 42.5 H,0 '
DEPC
. 7.5 pul sol.
ACC-Sr (Ségfic(i);(rl]i?;am) 277 W H0 Madre 50 pl 60.5
DEPC 42.5 H,0
DEPC
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