
 

 

 

 

 

 

Centro de Investigación Científica de Yucatán, A.C. 

Posgrado en Ciencias Biológicas 

 

ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA EN 

AGAVE TEQUILANA VAR. AZUL DURANTE SU 

CRECIMIENTO EN CONDICIONES DE CAMPO DE UNO A 

SEIS AÑOS DE EDAD 

Tesis que presenta 

ZAMARIA YOSELIN DE LA TORRE ESPINOSA  

En opción al título de 

DOCTOR EN CIENCIAS 

(Ciencias Biológicas: Biotecnología en Plantas) 

Mérida, Yucatán, México 

2020









Scanned with CamScanner





 

AGRADECIMIENTOS 

 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACYT), por la beca otorgada No. 

242078 durante el periodo Enero 2014 - Diciembre 2018 para los estudios de doctorado y 

por financiar el proyecto Rejuvenecimiento mediante cultivo in vitro: Agave un modelo no. 

CB-2021-180757-Z.  

Al Dr. Lorenzo Felipe Sánchez Teyer, por aceptar dirigir este trabajo de investigación, por 

permitirme ser libre de pensamiento y de ideas, por creer en mí y por darme todo lo que 

necesité durante toda mi formación académica.  

Al Dr. Enrique Castaño de la Serna, por su tiempo, paciencia y dirección académica 

durante toda mi formación, por siempre atender mis mensajes desesperados y acudir 

siempre a cualquier situación adversa durante el desarrollo de este proyecto, porque a 

pesar de que sus métodos de enseñanza no sean convencionales, sin duda te prepara 

para ser una persona competitiva, nunca me equivoqué en pensar que tenía bastante que 

aprender de usted, por todo gracias. 

A los doctores que formaron parte del comité tutorial, predoctoral y revisor de tesis: Dra. 

Rosa María Escobedo Gracia-Medrano, Dra. Blondy Canto Canché, Dr. Felipe Vázquez 

Flota, Dr. Juan Francisco Bremont, Dra. María Tamayo Ordóñez, el Dr. Manuel Martínez 

Estévez y Dr. Edwin Gallardo Gutiérrez, quienes con sus comentarios y observaciones 

ayudaron a mejorar el presente trabajo.  

A los técnicos M en C. Adriana Quiroz Moreno, Ing. Wilma Aracely y M en C. Fabiola 

Escalante Erosa, por todo su apoyo técnico en el laboratorio durante el desarrollo de este 

trabajo; en especial a Adriana Quiroz, por su apoyo incondicional de forma técnica, 

académica y personal, gracias por compartir tu conocimiento y experiencia durante todos 

estos años, sin duda aprendí bastante, porque me diste lo más valioso que se puede 

llevar un estudiante de una institución, el conocimiento.  

A mis compañeros del Laboratorio de Marcadores Moleculares, por toda la direccion y 

comentarios para decidir cuáles eran las mejores formas de dirigir el proyecto, por revisar 

los escritos, y su apoyo incondicional, muchas gracias por todo, me considero muy 



 

afortunada de haber contado con compañeros de laboratorio tan unidos y proactivos, sin 

duda fui muy beneficiada por eso. 

A mis compañeros del Laboratorio 24 de Unidad de Bioquímica y Biología Molecular de 

Plantas, por apoyarme en todo lo que necesitaba saber acerca de la parte bioquímica de 

mi proyecto, por su compañía durante las inmunizaciones. 

Al. Dr. Ignacio Islas Flores, por su capacitación en extracción de proteínas, por 

enseñarme las bases de cómo se tratan las proteínas, y mejorar en todos mis protocolos 

de investigación, por su retroalimentación académica que sin duda fueron cruciales para 

que se mejorara de manera positiva mi trabajo.  

A la Dra. Eva Sykorova, por la dirección que me dio en el tema de telomerasas a nivel 

genético y proteico, por ayudarme con la estandarización del protocolo en agave y por sus 

recomendaciones durante todo el desarrollo del trabajo. 

A la Dra. June Simpson, por permitirme realizar los análisis en la biblioteca 

transcriptómica tejido especifica aún no publicada, por su ayuda en el aislamiento in silico 

del gen, por la retroalimentación académica acerca del desarrollo de Agave tequilana y 

por sus hermosas palabras motivacionales en la reunión que tuvimos durante el desarrollo 

de este trabajo.  

Al Dr. Akram Sharim Méndez, Dr. Emanuel Avila de Dios y Dr. Peter Fijkus, por el 

asesoramiento en la parte bioinformática de mi trabajo, desde la identificación del gen in 

silico, en la búsqueda de copias del gen en el TSA y el modelado de proteínas. 

A los doctores de la Unidad de Recursos Naturales, especialmente al Dr. Roger Orellana 

Lanza por el intercambio académico en aspectos botánicos del género Agave.  



 

DEDICATORIAS 

Dedicado a Félix Manuel de la Torre Jiménez, mi Padre, me hubiera encantado que este 

momento tan especial, pudieras ver lo que me tenía tan ocupada estos diez años. Tantos 

años de esfuerzo para por fin terminar y no estás, este trabajo te lo dedico a ti, porque 

después de tu sorpresiva ausencia, de que mi corazón se me partió en dos, aprender a 

trabajar con solo un cuarto de lo que era antes que te fueras, me tuve que aferrar con 

todo lo que pude para poder continuar, aferrarme a la idea de que éste era parte de lo que 

te llenaba de orgullo, todo lo que he hecho en mi vida era para y por los dos; MIS 

PADRES, los dos seres tan hermosos que me enseñaron la nobleza, la alegría, el amor, 

la felicidad, y la fortaleza, TODO lo que soy es por ustedes. Me duele que no estés para 

reír y llorar conmigo, pero más me duele no tener ese cálido abrazo que me das con cada 

medalla o título que colgamos en la pared, no escuchar tu voz con orgullo diciendo “esa 

es mi hija la más chiquita”, no esperarte para mi examen, no verte en navidad, ni en 

verano, no sentir tu mano en mi andar me tiene tan desconcertada, que he perdido la 

noción de mi presente. No te puedo prometer no llorar porque es inevitable, el día del 

padre, en tu cumpleaños, en las navidades, en tu aniversario luctuoso o cada vez que te 

extraño como loca, pero te prometo dar de mi lo mejor que pueda para llegar a ser la gran 

científica, tal cual me idealizaste todos estos años. TE AMO con todo mi corazón, un beso 

hasta el cielo, espero con todo mi corazón que la paz ya te haya encontrado, y la felicidad 

te esté abrazando muy fuerte. Espero que tu muy trágica muerte tenga como recompensa 

tu paz eterna. 

Mamá, por toda la confianza que depositas en mí, por aceptar de la mejor manera la 

forma en la que estoy decidiendo conducirme y el sacrificio que haces, primero, al aceptar 

que tu hija esté fuera de su casa, que de antemano sé lo difícil que es para ti al tener 

otras costumbres tan diferentes a las actuales y, segundo, por el sacrificio que realizas al 

apoyarme económicamente con mi estancia fuera de mi estado de origen, gracias por 

enseñarme a ser fuerte, por enseñarme que no hay imposibles y dejarme volar al grado 

tal que con lo que me han dado hasta ahora, he alcanzado todas mis metas de vida, ser 

estricto es bueno mami, eso me ayudó a llegar acá, muchas gracias por todo, te amo 

infinitamente. 



 

Mis hermanos Arcelia, Jose Alfonso, Carolina, por el apoyo siempre brindado en cada una 

de las etapas de mi vida, por educar a mis sobrinos a siempre esperarme, por darme esos 

nenes tan hermosos que quiero tanto, y por al igual que yo siempre ponerse muy 

contentos por cada meta de vida que voy obteniendo, los quiero. 

 



INDICE 

 i 

ÍNDICE 

INDICE DE FIGURAS ------------------------------------------------------------------------------------ v 

INDICE DE TABLAS ------------------------------------------------------------------------------------ vii 

RESUMEN ------------------------------------------------------------------------------------------------- 1 

ABSTRACT ------------------------------------------------------------------------------------------------ 3 

INTRODUCCIÓN ----------------------------------------------------------------------------------------- 1 

CAPÍTULO I ----------------------------------------------------------------------------------------------- 4 

ANTECEDENTES ---------------------------------------------------------------------------------------- 4 

1. EL TELÓMERO ---------------------------------------------------------------------------------------- 4 

1.1. Estructura y composición de los telómeros .......................................................... 4 

1.2. Función de los telómeros ..................................................................................... 7 

2. TELOMERASA ----------------------------------------------------------------------------------------- 8 

2.1. Estructura y función de la telomerasa .................................................................. 8 

2.2. Actividad de la telomerasa en plantas ................................................................ 14 

2.3. Estudios de la telomerasa en el género Asparagales ......................................... 15 

HIPOTESIS ----------------------------------------------------------------------------------------- 17 

OBJETIVO GENERAL ---------------------------------------------------------------------------- 18 

OBJETIVOS PARTICULARES ------------------------------------------------------------------------ 18 

I. Determinar la función de la telomerasa durante el crecimiento de hoja en A. 

tequilana en plantas de uno a seis años. .................................................................. 18 

II. Identificar la secuencia nucleotidica y amonoácidica para la subunidad TERT en 

A. tequilana. .............................................................................................................. 18 

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL: -------------------------------------------------------------------- 19 

Diagrama general donde se muestra la estrategia la identificación de TERT y 

determinación de la actividad de la telomerasa en Agave tequilana ------------------------- 19 

CAPÍTULO II ---------------------------------------------------------------------------------------- 21 

DETECCIÓN DE ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA EN HOJA DE AGAVE 



 

 

 ii 

TEQUILANA VAR. AZUL DURANTE EL PERIODO VEGETATIVO EN CONDICIONES 

DE CAMPO ------------------------------------------------------------------------------------------------ 21 

2.1. INTRODUCCIÓN ----------------------------------------------------------------------------------- 21 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS --------------------------------------------------------------------- 23 

2.2.1. Material vegetal............................................................................................... 23 

2.2.2. Histología ------------------------------------------------------------------------------------------ 23 

2.2.3. Ensayo de TRAP --------------------------------------------------------------------------------- 24 

2.2.4. Ensayo q-TRAP ---------------------------------------------------------------------------------- 25 

2.2. RESULTADOS -------------------------------------------------------------------------------------- 26 

2.2.1. Talla e histología de hoja por edad de la planta en 1-6 años........................... 26 

3.2.2. Actividad de la telomerasa durante el periodo vegetativo de hoja ------------------- 29 

2.3 DISCUSIÓN ------------------------------------------------------------------------------------------ 34 

cAPITULO iII ---------------------------------------------------------------------------------------- 39 

CAPITULO III: Identificar la secuencia nucleotidica y amonoácidica para la 

subunidad TERT en A. tequilana ------------------------------------------------------------------------ 39 

3.1. INTRODUCCION ----------------------------------------------------------------------------------- 39 

3.2. MATERIAL Y METODOS ------------------------------------------------------------------ 44 

3.2.1. Aislamiento in silico y amplificación del Exón 9 de la secuencia TERT en A. 

tequilana (AteqTERT) ----------------------------------------------------------------------------------- 44 

3.2.4. Ensayo de TRAP --------------------------------------------------------------------------------- 45 

3.2.5. Ensayo q-TRAP ---------------------------------------------------------------------------------- 46 

3.2.7. Diseño de los péptidos -------------------------------------------------------------------------- 47 

3.2.8. Detección de dilución del anticuerpo (Dot-Blot) ------------------------------------------ 48 

3.2.10. Western Blot ------------------------------------------------------------------------------------- 49 

3.3. Resultados y discusión. -------------------------------------------------------------------- 49 

3.3.1. Identificación in – silico de TERT de A. tequilana. ........................................... 49 



INDICE 

 iii 

3.3.2. Análisis bioquímico de la secuencia AteqTERT .............................................. 52 

3.3.3. Identificación y diseño de anticuerpos de la subunidad TERT de A. tequilana 60 

3.3.4. Actividad de telomerasa y expresión de TERT en una planta completa de A. 

tequilana de 2 años .................................................................................................. 62 

3.4. Conclusión: ------------------------------------------------------------------------------------ 66 

Capitulo IV ------------------------------------------------------------------------------------------- 67 

DISCUSIÓN GENERAL -------------------------------------------------------------------------------- 67 

CONCLUSIÓN GENERAL ----------------------------------------------------------------------------- 71 

PERSPECTIVAS ---------------------------------------------------------------------------------- 71 

Referencias ------------------------------------------------------------------------------------------------ 72 

 

 





INDICE 

 v 

INDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1.1. Interacción entre las proteínas de unión al telómero y el ADN telomérico en 

mamíferos. ......................................................................................................................... 6 

Figura 1.2. Estructura del ARN de la telomerasa en humanos ......................................... 10 

Figura 1.3.- Estructuración del Pseudoknot y sus motivos conservados. ......................... 11 

Figura 1.4.Estructura 3D de TERT y sus dominios principales lineales. ........................... 13 

 

Figura 2.1. Planta de A. tequilana, demostración de largo y ancho de hoja media y 

estimación del area folear. ............................................................................................... 25 

Figura 2.2. Correccion lineal y análisis esradistico (ANOVA y Tukey comparativo) área 

foliar 1- 6 años de A. tequilana. ....................................................................................... 26 

Figura 2.3. Longitud y ancho de hoja media en plantas de A. tequilana con diferente edad.

 ........................................................................................................................................ 27 

Figura 2.4. Cecimiento, elongación y vascularizacion en hoja de A. tequilana ................. 28 

Figura 2.5. Estandrización del ensayo de TRAP en hojas de 1 año de edad en A. 

tequilana. ......................................................................................................................... 30 

Figura 2.6. Curva estándar de dilución de extracto precipitado TEX de 500 ng - 25 ng en 

meristemo TEX dilución ................................................................................................... 31 

Figura 2.7. Analisis de TRAP cuantitativo en hoja media en la región IA, IB y EB de A. 

tequilana  ......................................................................................................................... 32 

Figura 2.8. Actividad de la telomerasa por TRAP assay e hoja media en plantas de A. 

tequilana de 1 – 6 años en la seccion IA .......................................................................... 33 

Figura 2.9. Actividad de telomerasa relativa de hoja 1 – 6 años en A. tequilana .............. 34 

 

Figura 3.1. Alineación de la secuencia de nucleótidos TERT. .......................................... 50 

Figura 3.2. Identificación de nucleótidos, diseño de oligonucleótidos y amplificación por 



INDICE DE FIGURAS 

 

 vi 

PCR del exón 9 de la secuencia consenso de AteqTERT ................................................ 51 

Figura 3.3. Análisis de similitud de secuencia AteqTERT. ............................................... 53 

Figura 3.4. Identificación de los dominios específicos de TERT en la secuencia de 

aminoácidos AteqTERT ................................................................................................... 54 

Figura 3.5. Modelado de la secuencia de aminoácidos de AteqTERT; los diferentes 

colores representan cada dominio de AteqTERT. ............................................................ 56 

Figura 3.6. Alineación e identificación de sitios de unión a ARN en el dominio TERB de la 

subunidad TERT .............................................................................................................. 58 

Figura 3.7. Identificación de la secuencia aminoácidica y el dominio RT de TERT en A. 

tequilana. ......................................................................................................................... 61 

Figura 3.8. Determinación de la sensibilidad del anticuerpo anti-ATER-3 y ATR-4 e 

identificación de TERT en extractos de A.tequilana. ........................................................ 62 

Figura 3. 9. Actividad y expresión de la telomerasa tisular específica en plantas completas 

de A. tequilana de 2 años de edad................................................................................... 63 

Figura 3.10. Ensayo de actividad de telomerasa convencional. ....................................... 65 

 



INDICE 

 vii 

 

INDICE DE TABLAS 

 

Tabla 1.1. Variación de los motivos minisatélite de ADN telomérico y la longitud telomérica en 

diferentes organismos eucariotas. pb: pares de bases; kb: kilobases. N/D: no determinado. 

Modificado de (Greider 1990). ............................................................................................................. 4 





RESUMEN 

 1 

RESUMEN 

La telomerasa es una enzima especializada encargada del mantenimiento y elongación 

de las regiones terminales de los cromosomas. En los últimos años, en mamíferos se ha 

observado que la telomerasa puede tener actividades no teloméricas enfocadas a los 

procesos de proliferación celular y ciclo celular. En el presente trabajo, utilizando métodos 

cuantitativos de actividad de telomerasa, morfología, histología y biblioteca trascriptómica 

TSA de A. tequilana, observamos que la actividad de la telomerasa durante el desarrollo 

vegetativo de la hoja media de A. tequilana está relacionada con los procesos de 

proliferación celular. Realizando el análisis de la expresión de TERT tejido específico, 

observamos que en meristemo hay una sobreexpresión de TERT, indicando que al estar 

expresado a la alta en un tejido donde hay muchas actividades celulares, puede que esta 

sobrexpresión sea producto de las actividades no teloméricas de la telomerasa. 
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ABSTRACT 

Telomerase is a specialized enzyme responsible for the maintenance and elongation of 

the terminal regions of chromosomes. In recent years, in mammals, it has been observed 

that telomerase may have non-telomeric activities focused on the processes of cell 

proliferation and cell cycle. In the present work, using quantitative methods of telomerase 

activity, morphology, histology and TSA transcriptomic library of A. tequilana, we observed 

that telomerase activity during the vegetative development of the middle leaf of A. 

tequilana is more related to the processes of cell proliferation. By analyzing the expression 

of specific tissue TERT, we observed that in meristem there is an overexpression of TERT, 

indicating that when expressed in discharge in a tissue where there are many cellular 

activities, this overexpression may be the product of non-telomeric activities of telomerase. 
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INTRODUCCIÓN 

Los telómeros, son regiones que se localizan y estabilizan en los extremos de los 

cromosomas eucariontes, están formadas por secuencias repetidas en tándem 

(minisatélites) y varias proteínas de unión específica a estas secuencias (Greider 1991); 

éstos presentan un único modo de replicación dado que la enzima ADN polimerasa 

(DNApol) es incapaz de completar la síntesis del extremo 3’ del ADN telomérico, por lo 

que se requiere una enzima especializada llamada telomerasa (Blackburn 1997).  

La enzima ADN polimerasa (DNApol) es una ribonuceloproteína que posee dos 

subunidades esenciales para su función catalítica. La primera es la ARN telomerasa 

llamada TER (Telomerase RNA, por sus siglas en inglés) y la segunda es un componente 

proteico que tiene actividad de transcriptasa reversa, denominada TERT (Telomerase 

Reverse Transcriptase, por sus siglas en inglés. TER contiene un templado (motivo 

repetido) que se une de manera específica al ADN telomérico (Greider and Blackburn 

1985); mientras que TERT se encarga de sintetizar una copia de ADN telomérico a partir 

de TER (Greider and Blackburn 1987). Ambos componentes ayudan a mantener la 

integridad telomérica, elongando los extremos cromosómicos y estabilizando su longitud, 

y evitando asi su acortamiento con cada ciclo de división celular (Wang and Blackburn 

1997).  

Según Blasco y colaboradores (1995 y 1997) la pérdida de función del gen que codifica 

para TERT en ratones, tiene efecto durante el crecimiento, y desarrollo del organismo, y 

su progenie. A partir de la sexta generación se observan pérdidas en la capacidad de 

proliferación celular, aberraciones cromosómicas, cariotipos anormales y en el caso de las 

hembras, el sistema reproductivo colapsado (Blasco et al,. 1996, 1997). 

En mamíferos la actividad de la telomerasa ha sido ampliamente estudiada, y se sabe que 

dicha actividad está estrictamente regulada y es dependiente de la proliferación celular; 

esto se ha observado en células cancerígenas  (Morales 2004; Liu 1999; Arvelo and Belair 

et al,. 1998). Por otro lado, se ha observado que una actividad alta de la telomerasa 

mantiene la longitud telomérica, y mientras que la pérdida de su actividad provoca una 

disminución en la longitud de los telómeros, causando una erosión gradual de estas 

regiones, dando inicio a la senescencia celular hasta llegar a la apoptosis (Shawi and 
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Autexier 2008; Shammas et al,. 2005).  

En plantas, la regulación de la telomerasa tiene que ser más flexible, debido a diversos 

factores ambientales que afectan la actividad de otras enzimas vitales (Ren et al,. 2004). 

Algunos autores reportan que la actividad de la telomerasa es tejido específica (Shippen 

and McKnight 1998; Fitzgerald et al,. 1996; Heller et al,. 1996a) por lo observado en 

diferentes especies como: Nicotiana tabacco, Glycine max, Daucos carota, Brassica 

oleracea var. Bortritys, Zea mays, Hordem vulgare y Arabidopsis thaliana; y es 

dependiente de proliferación celular, porque se encuentra mayormente representada en 

tejidos no diferenciados como los meristemos, o en procesos donde se induce la división 

celular (cultivos celulares de Nicotiana tabacco), ello  sugiere que pueden llegar alcanzar 

la inmortalidad debido a que son células en división constante (Fitzgerald et al,. 1999). En 

contraste se ha observado baja actividad de la telomerasa en tejidos ya diferenciados 

como en hojas, anteras y raíz (Heller - Kilian, et al,. 1996b).  

En plantas la correlación entre la longitud telomérica y actividad de la telomerasa no 

siempre se observa, existen reportes en la su mayoría de especies longevas como: Ginko 

biloba, Pinus tabulaeformis y Panax ginseng, (Liang et al,. 2015; Mu et al,. 2015; Song et 

al,. 2011), y en cultivo in vitro de cebada (Killan et al,. 1998) que sugieren de la existencia 

de mecanismos alternativos que favorecen esta dinámica tal y como ocurre en otros 

organismos como; Drosophila melanogaster, Saccharomyces cervisiae y Tetrahymena 

termopila. Entre estos mecanismos alternativos se dan una serie de procesos que 

prácticamente suplen la actividad de la telomerasa por completo, como en Drosophila 

melanogaster que utiliza un retrotransposón para mantener su longitud telomérica. Debido 

a ello, actualmente se tiene una serie de secuencias candidatas como son los genes ARN 

ribosomales, las secuencias ADN satélite posicionadas en regiones sub-telomericas y los 

retroelementos (Ty1- copia) (Zeng et al,. 2011; Navajas-Pérez et al,. 2009; Fujiwara et al,. 

2005) como los principales involucrados en los mecanismos alternativos del dinamismo en 

la longitud telomérica. 

De acuerdo con lo reportado en Agave tequilana var. “Azul” (Rescalvo-Morales et al,. 

2016) el dinamismo de la longitud telomérica en plantas in vitro (durante el proceso de 

organogénesis de las semanas 1 - 8), muestra un aumento gradual de la longitud cada 

semana. Asimismo, los autores reportan que en las planas con edad diferente crecidas 
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bajo condiciones de invernadero, la longitud telomérica es variable, en a los 6 meses de 

edad esta disminuida comparada con las plantas in – vitro. Además, hay un incremento de 

6 meses a 1 año, y dicho incremento se mantiene de 1 – 3 años, y por último en las 

plantas de campo con edad de 1 – 6 años la longitud de sus regiones telomérica se 

mantiene entre los 25 kb. 31 kb.  

Este trabajo está enfocado en realizar el análisis de la actividad de la telomerasa para 

entender el dinamismo en la actividad de esta enzima bajo condiciones de campo, para 

determinar si este es el único mecanismo responsable de la variabilidad de longitud de 

estas regiones, ya que como se sabe es el mecanismo mayormente utilizando en los 

organismos eucariontes. 

En este trabajo se utilizó el método de Repetición Telomérica Cuantitativa Amplificada 

TRAP (q-TRAP), que mide la actividad de la enzima telomerasa, con el objetivo de 

entender si hay una relación directa entre la actividad y la longitud telomérica, o si se 

presenta otro tipo de mecanismo alternativo de restablecimiento telomérico como otras 

especies consideradas de ciclo de vida largo, debido a que en Agave tequilana se ha 

reportado que la mayor parte de su genoma está representado por retoelementos (Khaliq 

et al,. 2012; Bousios et al. 2007) y una familia ADN satélite clasificada en dos sub-familia 

localizadas en regiones teloméricas (Espinosa-Barrera et al. 2018).  
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CAPÍTULO I 

ANTECEDENTES  

1. EL TELÓMERO 

1.1. Estructura y composición de los telómeros 

El telómero, es una estructura nucleoproteíca especializada localizada en la región 

terminal de los cromosomas eucariontes. Esta nucleoproteína fue observada por primera 

vez por Hermann J. Muller en Drosophila melanogaster mediante estudios de citogenética 

clásicos en 1938. Años más tarde Barba McClintock (1941) utilizando como modelo a Zea 

mays, demostró que, la ausencia de estas estructuras provoca fusión de los extremos y 

ruptura del cromosoma. También demostró que la re-adquisición de esta estructura, 

restablece los daños generados por la falta de telómero concluyendo que desempeñan un 

papel crucial en la integridad de los cromosomas (McClintock 1941). Los telómeros son 

secuencias  con motivos repetidos en tándem (ADN telomérico) y proteínas de unión 

especifica al telómero (del inglés: telomeric binding protein, TBP) ( Blasco 2005; 

Blackburn 2001; Riha et al,. 2001).  

El motivo repetido telomérico y la longitud telomérica están considerados por diferentes 

autores que son especie especifico así que son variables entre los diferentes grupos de 

organismos (Tabla 1). 

 

Tabla 1.- Variación de los motivos minisatélite de ADN telomérico y la longitud telomérica 

en diferentes organismos eucariotas. pb: pares de bases; kb: kilobases. N/D: no 

determinado. Modificado de (Greider 1990).  

Organismos Motivo telomérico Longitud promedio 

 
Ciliados 

Tetrahymena TTGGGG 250 pb 

Paramecium TTGGGG/TTTGGG 100-500 pb 

Oxytricha TTTTGGGG 38 pb 
Flagelados 

Trypanosoma TTAGGG 2-7.5 kb 

Esporozoos 
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Plasmodium TTTAGGG/TTCAGGGG 1.2-6.7 kb 

Levaduras 
Saccharomyces 
cerevisiae 

TG1-3 350 pb 

Saccharomyces pombe T1-3ACAG1-6 200-300 pb 

Algas 

Clamydomonas TTTTAGGG 300-350 pb 

Plantas 
Arabidopsis TTTAGGG 2-4 kb 

Asparagaceae TTAGGG N/D 

Cestrum elegans TTTTTTAGGG N/D 

Mamíferos 
Homo sapiens TTAGGG 10 kb 

 

El ADN telomérico (ADNt) presenta una distribución asimétrica en el contenido de GC 

(guanina/citosina). Una de sus hebras es rica en guaninas (G) y está orientada en 

dirección de 5’ al 3’, denominada hebra “sobresaliente” o hebra G, es variable en los 

diferentes organismos y cada especie mantiene una longitud óptima de manera especie-

específica (Blackburn 2001; Riha et al,. 2001). En el caso de los mamíferos, tienen una 

longitud aproximada de 60-100 nucleótidos (Phan 2010), presentando un alto grado de 

conservación, posiblemente se deba a la interacción que existe entre el ADN telomérico y 

una de las proteínas de unión especifica al ADN (Lamb et al,. 2007).  

En mamíferos, la hebra G y las TBP interactúan con el ADN telomérico de doble cadena 

para  formar estructuras secundarias denominadas Bucle T (T-loop, en inglés) y Bucle D 

(D-loop, en inglés) mejor conocido como complejo shelterin (Fig.1.1) (Riha et al,. 2001; 

Cai et al,. 1998; Longtine et al,. 1989) dando origen al “cap” que se encarga de proteger la 

integridad y estabilidad de los cromosoma (Sfeir and de Lange 2012; Zellinger and Riha 

2007). El complejo shelterin se integra por seis proteínas: TRF1, TRF2, POT1, TIN2, 

TPP1 y RAP1 (Fig.1.1) (De Lange 2005a; 2005b). 
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Figura 1.1.- Interacción entre las proteínas de unión al telómero y el ADN 
telomérico en mamíferos: a) Representación esquemática de la unión de la 
telomerasa al extremo 3´ para la síntesis del ADN telomérico; b) Proteínas de 
unión al telómero y las estructuras secundarias (T-loop, D-loop y el complejo 
shelterin) en los extremos de los cromosomas (Imagen modificada de Robtsova, 
M.P. et al., 2012). 

 

Las proteínas TRF 1 y TRF2 (del inglés, Telomeric Repeat Binding Factor 1 y 2), 

presentan un dominio de interacción al ADN que les permite unirse de manera directa al 

ADN telomérico (Broccoli et al,. 1997, Van Steensel and de Lange 1997),y se sabe que 

pueden estar implicadas tanto en el mantenimiento de la longitud telomérica, como en la 

formación del complejo shelterin (Mattern et al,. 2004; Greider 1999; Broccoli et al,. 1997). 

TRF1 se une al ADN telomérico de doble cadena y TRF 2 se une ADNt de cadena sencilla 

(hebra “G”) (Broccoli et al. 1997). TIN2 (del inglés, protein interacting TRF1 y 2) presenta 

dominios independientes que facilitan la interacción simultánea con TRF1, TRF2 (Kim et 

al,. 1999) y con el complejo TPP1-POT1, uniendo varios de los componentes del complejo 

shelterin ( Hockemeyer et al,. 2007; Wang et al,. 2007; Baumann and Cech 2001, Loayza 

and De Lange 2003). El dominio que se encuentra en la proteína TPP1 es específico para 

TIN2 y el dominio central de TIN2 es específico para la interacción con POT1, 

favoreciendo la unión del ADNt, formando parte del complejo que brinda protección al 

cromosoma (Frescas and de Lange 2014; Zhong et al,. 2012; Takai et al,. 2011; Kim et al,. 

2003). La proteína TPP1 posee un domino que interacciona con la telomerasa y se 

a) 

b) 
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sugiere que TPP1 es quien dirige a la telomerasa hacia la hebra sobresaliente G para 

facilitar el reconocimiento del ADNt (Rajavel et al,. 2014; Taylor et al,. 2011,). Por lo que 

proponen que TPP1 y POT1 están involucrados directamente en procesos de regulación 

de la actividad de la telomerasa (Hwang et al,. 2012; Taylor et al,. 2011; Hockemeyer et 

al,. 2007; Wang et al,. 2007). 

En Arabidopsis thaliana se han caracterizado dos secuencias que son homologas a 

POT1, denominadas AtPOTa y AtPOTb tienen funciones diferentes; AtPOT1a, está 

asociado a la ribonucleoproteína (RNP) telomerasa y funciona como un regulador positivo 

en su actividad in vitro (Cifuentes-Rojas et al,. 2011). Mientras que AtPOT1b es requerido 

para interaccionar con las proteínas de unión al telómero y formar la “cap” en el 

cromosoma (Cifuentes-Rojas et al. 2011). Así mismo, se han identificado diferentes 

proteínas con un dominio de afinidad al ADNt, denominado dominio Myb (Bilaud et al,. 

1996); el cual se ha comprobado que interacciona con el ADN telomérico en diferentes 

especies, incluidas Oryza sativa (OsrTBP1), Arabidopsis thaliana (AtTBP1 y AtTBP2) 

(Zentgraf 1995, Kim et al. 1998, Marian et al. 2003) Petoselinium crispum (PcMyb) y Zea 

mays (ZmTBP1) (Hofr et al. 2009).  

En las plantas, a este complejo se le denomina “plant shelterin”, y aún se desconoce si las 

proteínas involucradas en su formación forma una estructura similar al complejo shelterin 

como se ha descrito en mamíferos (Schrumpfová et al,. 2008).  

1.2. Función de los telómeros  

La longitud de los telómeros puede determinar el número de divisiones que puede tener 

una célula, por lo cual, es utilizado como un marcador de la división celular (Harley 1991). 

En las células somáticas, los telómeros se acortan en cada proceso de división celular, 

hasta alcanzar una longitud mínima, la cual puede desencadenar la respuesta de daño al 

ADN, ocasionando la detención del ciclo celular (senescencia replicativa) (Rodriguez-

Brenes and Peskin 2010; Shawi and Autexier 2008; Greider 1990, Yu et al,. 1990). El 

número de divisiones celulares que realice cada célula dependerá directamente de la 

longitud promedio de los telómeros de manera especie específica, por ejemplo, en 

Arabidopsis thaliana se necesita una longitud telomérica mínima de 1 Kb (Göhring et al,. 
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2014), mientras que en humanos la longitud mínima es 100 pb, y se ha sugerido que esta 

es la longitud mínima requerida para que se pueda formar las estructuras secundarias y 

por consiguiente las proteínas TRF1, TRF2, y todas las proteínas del complejo de 

shelterin (Capper et al., 2007; Heacock et al., 2004; Mattern et al. 2004;).  

El mantenimiento de la integridad de los cromosomas es otra de las funciones principales 

de los telómeros, evitando que sus extremos se fusionen o sean degradados (Kazda et 

al,. 2012; McClintock 1941). En Arabidopsis thaliana la ausencia de la actividad de la 

telomerasa, provoca una disminución de la longitud de los telómeros, provocando fusión 

de los cromosomas, concluyendo que la actividad de la misma es necesaria para el 

mantenimiento y estabilidad del genoma en plantas (Riha et al,. 2001). 

Las regiones teloméricas presentan un problema denominado “el problema de 

replicación”, en el cual la hebra rezagada (3’al 5’) no es replicada completamente, 

provocando un acortamiento gradual del ADN telomérico. Una enzima que permite 

solucionar el “problema de replicación” es la telomerasa, que toma como molde la hebra 

sobresaliente y añade nucleótidos a partir de un cebador de ARN integrado a la enzima 

(Greider and Blackburn 1987; Olovnikov 1973).  

 

2. TELOMERASA  

2.1. Estructura y función de la telomerasa 

La telomerasa es una ribonucleoproteína con actividad de transcriptasa inversa, la cual 

fue caracterizada en Tetrahymena thermofila (Greider and Blackburn 1987, 1989). Esta 

enzima está constituida por un componente proteico con actividad de transcriptasa 

reversa denominada TERT, con un tamaño aproximado de 127 KDA y un ARN de la 

telomerasa TER, con un tamaño aproximado de 153 KDA (Robtsova et al., 2012). 

TER contiene una región que actúa como molde para la síntesis de los telómeros 

(Sperger et al., 2001; Antal et al., 2002), y esta ha sido descrita en ciliados, levadura y 

algunos vertebrados (Podlevsky and Chen 2012; Zhang et al., 2011; Blackburn and 

Collins 2011; Collins 2009; Theimer and Feigon 2006). Mientras que en plantas como 

Arabidopsis thaliana, aunque ya se ha logrado obtener la secuencia nucleotídica de TER 
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(Cifuentes-Rojas et al,. 2011), aun no sido reportada la función específica de cada uno de 

los componentes de TER en plantas. La secuencia de TER en plantas, ciliados y 

vertebrados, es poco conservada, pero TER tiene dominios que son los necesarios para 

que pueda realizar su función, que son los elementos estructurales (dominios) 

(Bhattacharya et al., 1994; Sperger. 2001). TER está compuesta por los siguientes 

dóminos: dominio con la región templada “RNA templete”, el Pseudoknot, los dominios de 

transactivación, y los dominios necesarios para garantizar la estabilidad in vivo. Los 

elementos que componen TER son importantes, debido a que son requeridos para la 

maduración y biogénesis del ARN, para el ensamble de la RNP, el trafico subcelular y por 

último en la regulación in vivo en la actividad de la telomerasa (Egan and Collins 2012).  

 

El ARN templado de TER interactúa con la hebra “sobresaliente” G, y dirige la síntesis del 

ADN telomérico (Churikov and Price 2008). El templado TER esta flanqueado por dos 

elementos: el limite 5’ y el limite 3’ (Figura1.2), denominados elementos templados 

limitantes (template boundary element), debido a que se encuentran en la parte anterior y 

posterior al dominio ARN templado (Chen and Greider 2003). El limite 5’ es una región 

compuesta por ADN de doble cadena, el cual se encarga de regular la estabilidad de los 

nucleótidos durante el proceso de síntesis del ADNt por TERT, por lo que se siguiere que 

puede ser uno de los sitios de unión con TERT-TER, convirtiéndose en un elemento 

importante para el funcionamiento eficiente de la telomerasa (Liu et al., 2004; Lai et al,. 

2001; Greider and Blackburn 1985). El limite 3’ es una estructura de cadena sencilla que 

estimula la actividad de la telomerasa, y le confiere la capacidad de añadir los nucleótidos 

al ADN templado, además de que el limite 3’ contiene la unión N-terminal de TERT 

(Zhang et al,. 2011; Lai et al,. 2001; Mitchell and Collins 2000) .  
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Figura 1.2.- Estructura del ARN de la telomerasa en humanos 
(hTER). pseudokon (color azul); elementos limitantes (enrojo); 
dominios trans – activadores (en verde); región de unión a Ku 
(en rosa). Modificada de (Egan and Collins 2012) 

El dominio pseudoknot es un elementos importantes de la estructura de TER (Figura1.2), 

y cambios en esta región resultan en una disminución en la actividad de la telomerasa 

(Gilley and Blackburn 1999). Se sugiere que el pseudonkot es necesario para la correcta 

orientación del duplex generado por la unión entre el motivo ARN templado y el sitio activo 

de la telomerasa ( Blackburn & Collins 2011; Tzafati et al., 2000;). Probablemente la 

viabilidad de la estructura de la telomerasa depende de dos conformaciones, la 

pseudonknot  y stem-loop que son importantes para el funcionamiento de la telomerasa 

(Chen and Greider 2003). Un componente importante de este elemento es J2b/3, el cual 

forma un triplete de Hoogsenteen U*A*T (Fig.1.3a) y un loop rico en uracilo, que dan lugar 

a una estructura stem-loop (P3) – J2b/3 (Figura1.3b). Esta estructura facilita el 

mantenimiento, la integridad y la actividad de la telomerasa. Otro loop del elemento J2a/3 

es rico en adenina (Figura 1.3a), el cual interactúa con los tripletes U*A*T de manera 

aleatoria, formando una estructura stem-loop (P3) – 2a/3 ayudando a la estabilización de 
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pseudoknot (Fig.1.3c) (Chen et al., 2005). Por último el stem-loop formado con P3- P2b le 

brinda flexibilidad al ARN de la telomerasa durante los procesos de reconocimiento del 

motivo repetido y síntesis del ADNt ( Chen and Greider 2003; Chen et al,. 2000; Cai et al,. 

1998) . 

                

Figura 1.3.- Estructuración del Pseudoknot y sus motivos conservados; 
a) Motivos del ARN templado, Ja/3, P3, P1, P2a.1, P2, J a/b, P2b, 
J2b/3; b) Estructura 3D generada por la interacción de los motivos P2a-
J2a.1-P2a.1; b) Estructura 3D de la interacción de los motivos P2a-
Ja/b-P2b. c) Estructura 3D de la interacción de los motivos P2b-P3. 

Modificada de (Zhang et al. 2011). 

 

Los dominios trans-activadores están formados por largos stem–loops, con loop 

asimétricos y nucleótidos simples, el cual consta de varias hélices estables (Figura 1.2) 

(Zhang et al,. 2011). Se sugiere que este dominio en humanos es importante para la 

formación correcta del pseudonkot, la adición de nucleótidos y el correcto procesamiento 

de la telomerasa durante la replicación e indispensable para el funcionamiento de la 

enzima (Chang et al,. 2002; Wang et al,. 1998,). 
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El dominio H/ACA (Figura 1.3), está presente en los RNAs pequeños nucleolares 

(snoRNAs) y en los RNAs pequeños específicos de cuerpos cajal (scaRNAs) (Mitchell et 

al,. 1999). Este dominio se localiza en la región 3´ terminal de TER en vertebrados, y está 

formado por una región de una sola cadena H-box (ANANNA en donde N es cualquier 

nucleótido), un stem-loop que contiene una caja CAB y una caja ACA en la hebra 3´ 

terminal (Mitchell et al,. 1999; Collins and Gandhi 1998). Se ha observado en humanos 

que se requiere el dominio H/ACA para dar estabilidad al ARN de la telomerasa (Stern et 

al. 2012). 

 

La subunidad catalítica TERT, es muy conservada en comparación con TER. Presenta 

cuatro dominios principales: el dominio de unión al ARN, conocido como TRBD (Figura 

1.4). Este dominio a su vez se divide en los motivos RID 1 y RID 2 que son encargados de 

mantener la unión entre amabas subunidades en conjunto con otras proteínas de unión 

(Zhang et al,. 2011). Otro dominio es el de transcriptasa reversa, también conocido como 

dominio RT (transcriptase reverse) (Figura 1.4), con actividad catalítica, el dominio C-

terminal (Azzalin et al., 2007; Jacobs et al., 2006;) (Figura 1.4) y el dominio N- terminal, 

denominado como dominio TEN (figura 4). Este último está involucrado en el proceso de 

unión facilitando la procesividad y la adición de nucleótidos al telómero (Ghosh et al,. 

2012; Arkhipova I.R. et al,. 2003). La estructura primaria del dominio transcriptasa reversa 

presenta siete motivos conservados: 1, 2, A, B, C, D y E (Figura 1.4), los intrones de este 

dominio se denominan penelope – like (Zhang et al,. 2011). 
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Figura 1.4.- Estructura 3D de TERT y sus dominios principales 
lineales; Azul turquesa – dominio N- terminal (TEN); azul – dominio 
de unión al ARN (TRBD); amarillo mostaza y amarillo – dominio 
transcriptasa reversa (RT), amarillo mostaza – motivos 1 y 2 
formando el dominio dedos de inserción “insertion fingers domain” 
(IFD) del dominio RT, amarillo – motivos A,B’,C,D,E dominio palma 
de mano derecha “palm domain”; rojo – dominio C – terminal (CTE). 
Modificada de Zhang et al. 2011. 

La telomerasa presenta varias funciones, dentro de las cuales se incluye el mantenimiento 

de la integridad telomérica, elongando los extremos cromosómicos, manteniendo y 

estabilizado la longitud telomérica, evitando el acortamiento del telómero. En este sentido 

diversos trabajos han correlacionado la disminución de la actividad de la telomerasa con 

el acortamiento de los telómeros y el aumento de la actividad de la telomerasa con el 

mantenimiento y elongación de los telómeros en diversos organismos, incluidas las 

plantas ( Killan et al,. 1998; Fajkus et al,. 1996, 1998; Fitzgerald et al,. 1996,).  

La ausencia de la telomerasa puede causar un acortamiento de los telómeros, seguido de 

la perdida de la capacidad de proliferación celular, fusión de los cromosomas, y 

anormalidades citogenéticas. En maíz, la deficiencia en la actividad de la telomerasa 

provoca que las plantas sobrevivan por cinco generaciones, y en la quinta generación se 

presenta esterilidad en las líneas germinales masculinas, seguido de un colapso total de 

su genoma (Lee et al., 1998). En Arabidopsis thaliana la perdida de la funcionalidad del 
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gen AtTERT que codifica para la subunidad catalítica de la telomerasa, afecta la 

capacidad de sobrevivencia, la cual puede culminar en el colapso del genoma (Lee and 

Blackburn 1993). En general la deficiencia de la telomerasa en estas especies provoca 

que se incrementen los niveles de daño citogenético y aumente hasta en un 40% la fusión 

de cromosomas (Riha et al., 2001; Fitzgerald et al., 1999).  

2.2. Actividad de la telomerasa en plantas 

En el caso de los mamíferos la actividad de la telomerasa es estrictamente regulada. Esta 

es mayor en tejidos que están en continúa división celular, mientras que los tejidos 

diferenciados como es el caso de tejidos epiteliales, hematopoyéticos, tejidos muscular 

presentan una menor actividad, sugiriendo que la actividad de la telomerasa es 

dependiente de la proliferación celular (Prowse et al. 1993; Piatyszek et al. 1995; Holt et 

al. 1997; Counter et al. 1998; Belair et al. 1998 ). 

En plantas la actividad de la telomerasa es más flexible, debido a la plasticidad genética 

durante el desarrollo y la totipotencialidad que poseen algunas células vegetales. En 

cebada se observó que los tejidos de embriones y carpelos presentan mayor actividad de 

telomerasa, mientras que los tejidos más diferenciando como hoja y anteras la actividad 

de la telomerasa disminuía (Heller et al,. 1996c). Un estudio en soya mostró que existe 

mayor actividad de la telomerasa en meristemos, carpelos y raíz, pero una menor 

actividad en hoja y tallo (Fitzgerald et al,. 1996). En tomate y coliflor, se observó un 

comportamiento muy similar, en donde los tejidos menos diferenciados presentaban 

mayor actividad de la telomerasa, mientras que los tejidos diferenciados presentaron una 

baja o nula actividad (Shippen and McKnight 1998), por lo cual se ha propuesto que la 

actividad de la telomerasa es tejido específica, con cambios durante el desarrollo, por lo 

que se sugiere que la actividad de la telomerasa durante el proceso de diferenciación 

celular sea similar al de mamíferos, donde la actividad de la telomerasa en el proceso de 

diferenciación celular también es dependiente de la proliferación celular un fenómeno que 

ha sido mayormente observado en plantas consideradas de ciclo de vida corta (Chung et 

al. 2003; Killan et al,. 1998; Fajkus et al,. 1996, Fitzgerald et al,. 1996), recientemente se 

ha documentado que en Ginkgo biloba una especie considerada de ciclo de vida largo, la 

telomerasa no se relaciona con la longitud telomérica en plantas de diferentes edades 

sugiriendo que la actividad de la telomerasa era estacional dependiente.  
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En el proceso de cultivo in vitro hasta el momento se sabe, que en la sincronización de 

células en suspensión de Nicotiana tabaccum, existe una mayor actividad de la 

telomerasa durante la fase S del ciclo celular, y que durante el proceso de regeneración 

de las plántulas la actividad de la telomerasa es mantenida (Tamura et al., 1999). Estos 

autores mencionan que la telomerasa puede mantener e incrementar la longitud 

telomérica, mediante una activación de esta enzima mediada por auxinas (Tamura et al., 

1999). Además, la actividad de la telomerasa y la relación con la longitud de los telómeros 

también ha sido observada en Nicotiana tabacum, en donde al inhibir o activar la 

telomerasa presenta diferencias en la longitud de los telómeros. De tal manera que 

cuando se inhibe la actividad de la telomerasa la longitud telomérica se reduce y en una 

actividad de la telomerasa no inhibida la longitud de los telómeros se mantenía, 

concluyendo que la telomerasa si es una enzima indispensable para mantener la longitud 

de los telómeros (Fijkus et al., 1995). 

La actividad de esta enzima es regulada por el estado celular, la diferenciación y 

desdiferenciación del tejido, así como la conformación compacta que pueden adoptar los 

telómeros, impidiendo el acceso de la enzima (Fajkus et al. 1998; Killan et al., 1998; 

Fitzgerald et al., 1996). En cuestión de actividad de la telomerasa y su correlación con la 

longitud telomérica en plantas consideradas de ciclo de vida largo en diferentes procesos 

de desarrollo, los factores que puedan alterar su actividad son poco conocidas por lo que 

todavía falta por aportar estudios, acerca de la correlación que existe en la actividad de la 

telomerasa y el dinamismo en la longitud telomérica.   

2.3. Estudios de la telomerasa en el género Asparagales 

Sycorova (2006) estudio y describió la subunidad TERT de la telomerasa en diferentes 

especies monocotiledóneas incluyendo a Hosta rectifolia (familia Asparagales). Mediante 

la amplificación del gen que codifica a esta proteína, el autor distinguió que la subunidad 

de TERT es conservada para especies monocotiledóneas. Así mismo, el análisis de 

TRAP utilizando el motivo repetido tipo humano y tipo Arabidopsis mostró que algunas 

especies pertenecientes a la familia Asparagales incluyendo al género Agave (Sýkorová 

et al., 2006). Así mismo, se observó en A. foucroydes, por medio de hibridación in situ 

fluorescente (FISH) muestra que el motivo telomérico es tipo humano (Roblert, M.L 2004), 

que telomerasa de este género sintetiza para telómeros tipo humano.
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JUSTIFICACIÓN  

En A. tequilana la longitud de los telómeros es tejido especifico, y mantiene una longitud 

promedio entre 25 – 31 kb durante el desarrollo de órganos y tejidos. Pero aún se 

desconoce si estos cambios en la longitud telomérica, es el reflejo de la dinámica 

de la actividad de la telomerasa en plantas bajo condiciones de campo y en 

condiciones ex - vitro en esta especie. El comprender de que manera contribuye la 

telomerasa en la homeostasis de las regiones teloméricas en A. tequilana durante el 

desarrollo, permite describir cual es el mecanismo que esta involucrado en el 

mantenimiento telomérico durante la fase vegetativa en el desarrollo de esta especie. 

Los estudios sobre la caracterización de TERT y TER ha puesto de manifiesto que se 

necesitan estos dos componentes para su estado activo, por lo tanto, el desarrollo de 

información molecular de esta enzima en Agave tequilana es importante para determinar 

si hay una correlación entre la expresión de la subunidad TERT y la actividad de esta 

enzima tejido-específica. 
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HIPOTESIS 

Los cambios en la longitud telomérica (elongación y mantenimiento) en Agave tequilana 

son el resultado de los cambios en la actividad de la telomerasa, por lo tanto, es el 

mecanismo principal para la estabilidad en las regiones teloméricas. Si es posible esta 

relación; entre la longitud y la actividad, permitirá identificar el desarrollo de un marcador 

para determinación de edad o etapas de desarrollo en A. tequilana.  
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OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad de la telomerasa tejido-especifica de Agave tequilana bajo 

condiciones de campo durante el crecimiento de 1-6 años.  

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

I. Determinar la función de la telomerasa durante el crecimiento de hoja en A. 

tequilana en plantas de uno a seis años. 

 Estandarizar el análisis de TRAP cualitativo y cuantitativo en Agave tequilana.  

 Analizar la actividad de la telomerasa en diferentes tejidos durante el 

crecimiento de uno a tres años en plantas de A. tequilana bajo condiciones de 

campo  

 Analizar la actividad de la telomerasa en hoja durante el crecimiento de uno a 

seis años en plantas de A. tequilana en condiciones de campo. 

II. Identificar la secuencia nucleotidica y amonoácidica para la subunidad TERT 

en A. tequilana. 

 Identificar y caracterizar la secuencia nucleotídica de TERT en Agave tequilana.  

 Analizar la representatividad de TERT tejido-específica en la biblioteca 

trascriptómica en Agave tequilana.  
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL: 

Diagrama general donde se muestra la estrategia la identificación de TERT y determinación de la actividad de la 
telomerasa en Agave tequilana 
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CAPÍTULO II 

DETECCIÓN DE ACTIVIDAD DE LA TELOMERASA EN HOJA DE AGAVE 
TEQUILANA VAR. AZUL DURANTE EL PERIODO VEGETATIVO EN 
CONDICIONES DE CAMPO 

2.1. INTRODUCCIÓN 

En plantas, al igual que en los humanos la actividad de telomerasa es dependiente de la 

proliferación celular, y se ha observado en diversas especies como; Nicotiana tabacum, 

Glycine max, Daucus carota, Brassica oleracea, Zea may y Hordeum vulgare (Fitzgerald 

et al.,1999; Fajkus et. al.,1996; Killan et al.,1998). Durante la repetición de los procesos de 

desdiferenciación y diferenciación celular, la actividad de la telomerasa mostró 

incrementar ligeranmente en cada ronda regeneración, mientras la longitud telomerica 

permaneció estable durante ambos procesos, reflejando que existe mecanismo regulador 

de la telomerasa que puede compensar la pérdida replicativa del ADN telomerico (Fijkus 

et al., 1998), así mismo, se determinó que la expresión de la telomerasa es dependiente 

de la concentración de reguladores de crecimiento, y las auxinas influyen en la 

fosforilación o desfosforilación del complejo de telomerasa, modulando la actividad de la 

telomerasa en el ciclo celular, y a su vez, dependiente del ciclo celular 

independientemente de la replicación del ADN, reflejando que la telomerasa esta regulada 

por ciclo celular durante el desarrollo de órganos y tejidos en células de tabacco BY-2 

(Yang et al. 2002; Tamura et al., 1996).  

La plasticidad en plantas, requiere que la expresion de la telomerasa sea mas flexible, ya 

que las caracteristicas de crecimiento y desarrollo dependen de cada especie. Hay 

especies que tienen ciclos de vida prolongados, por lo tanto, el desarrollo de sus tejidos 

puede llevar años (Procházková Schrumpfová et al.,2019; González-García et al. 2015; Li 

y Gong 2011; Ren et al., 2004;). La actividad de la telomerasa ha sido ampliamente 

estudiada en varias especies en plantas, sin embargo, el estudio en especies de ciclo de 

vida prolongados y desarrollo lento de tejidos es poco explorada, una de las limitantes 

sobre todo en árboles, es el acceso al material vegetal. Hasta el momento se han 

realizado estudios en hojas de Gingko biloba (Song et al., 2011) y en needles de Pinus 

longeva (Flanary y Kletetschka 2005), muestran que la actividad de telomerasa depende 

del estado de crecimiento, es decir, dependiente de la proliferación y diferenciación 
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celular.  

En nuestro grupo, hemos realizado recientemente diversos trabajos centrados en el 

estudio de la dinámica de la longitud de los telómeros en A. tequilana en condiciones de 

campo durante la edad (1-6 años de edad), donde se observó que la longitud de los 

telómeros se mantiene en un rango de 25 hasta 31 kb (Rescalvo-Morales et al.,2019). 

Además, en un estudio en diferentes tejidos (hojas, tallos, y raíces) analizados en A. 

tequilana y A. fourcroydes de uno a tres años en condiciones de invernadero. Se observó 

un comportamiento similar a las plantas de campo, independientemente de la especie y el 

tejido analizados (Rescalvo-Morales et al.,2016), lo que refleja que el mantenimiento de la 

longitud telomérico del tejido en A. tequilana y A. fourcroydes es necesario para el 

correcto desarrollo. 

 Agave tequilana var. Azul es una especie social y económicamente importante para la 

industria de México, ya que se utiliza para la fabricación de una bebida para producir 

tequila. A. tequilana, es una especie perenne (Little and Gentry 2006), monocárpica, con 

un ciclo de vida prolongado de aproximadamente de ocho años, el período vegetativo es 

de entre los seis a siete años, posteriormente inicica la fase sexual, el desarrollo de sus 

hojas es en rosetta y permanecen durante la mayor parte del ciclo de vida (Little y Gentry 

2006; Valenzuela 2011). Una de las características principales del género Agave y otras 

especies CAM es la suculencia de sus hojas, compuestas de células mesofílicas no 

diferenciadas con vacuolas agrandadas (Winter et al., 2015; Dodd et al., 2002). Las 

vacuolas agrandadas son esenciales en el almacenamiento de agua e inician el 

alargamiento celular, incrementando el tamaño de las células mesofílicas y el grosor de la 

hoja (Elizabeth A. Nelson; Tammy L. Sage; Rowan F.Sage. 2005). 

 

La formación de los paquetes vasculares y celulas mesofílicas implican procesos de 

elongación, diferenciación y division activa, que estimulan el aumento de talla en la planta. 

Debido a esto, tomamos la hoja de A.tequilana como modelo para evaluar la morfología, 

los componentes celulares del tejido y la actividad de la telomerasa, utilizando TRAP 

cuantitativa (qTRAP, protocolo de amplificación de repetición de telomerasa cuantitativa) 

durante el desarrollo de la hoja en A. tequilana (1 – 6 años) en condiciones de campo, 
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para encontrar cuál es la participación de la telomerasa durante su crecimiento y si los 

cambios estructurales a través de su desarrollo están relacionados con el patrón de 

actividad relativa de la telomerasa. 

2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. Material vegetal 

Las plantas (A. tequilana) se colectaron en la hacienda "Mayapan" ubicada en Valladolid, 

Yucatán. Recolectamos la hoja media (ML) de plantas (Figura 2.1a) con diferentes edades 

de 1 a 6 años de tres plantas diferentes (réplicas biológicas). Se caracterizó el material 

utilizado para el ensayo de TRAP, evaluando la longitud (Figura 2.1b) y el ancho (Figura 

1.5a) de la hoja. El material de la hoja se dividió en tres secciones diferentes, interna 

apical (IA), interna basal (IB) y externa apical (EA), siguiendo la caracterización de 

Palomíno et al., (2004) que reporta diferencias citológicas, utilizando para este estudio la 

región IA que es la que contiene mayor numero de células en G2, en plantas de 1 a 6 

años. Durante el transporte, el material vegetal se mantuvo a bajas temperaturas para 

evitar cambios en cualquier actividad y después se almacenó a -80ºC. 

El analisis estadistico de las medidas obtenidas de longitud y ancho de hoja en plantas de 

1-6 años (Figura 2.1), se realizó aplicando un analisis de varinza ANOVA y Tukey, para 

longitud (Figura 2.1a ) y ancho (Figura 1.2b), de hoja en el sofwere Rstudio y los 

resultados fueron graficados en GraphPad Prism versión 6.0 (SIENTEC). 

Tambien se determinó el area folear multiplicando la longitud por el ancho de la hoja, un 

metodo que es comunmente utilizado para deterinar la dimension aproximada de tejido 

foliar en otras especies.  

2.2.2. Histología 

Tejido de hoja deplantas de 1 a 6 años se fijaron en FAA [formaldehído al 10% / ácido 

acético al 5% / etanol al 50% / agua destilada al 35%] durante 5 días, luego se 

deshidrataron a través de series graduales de etanol (30%, 50%, 70%, 85% y 96%). %), e 

incrustado en resina plástica (JB-4 Glycol Metacrilato; PolyScience, Warrington PA). 

Los tejidos se seccionaron a un grosor de 3 a 5 µm y se tiñeron con azul de metileno 
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(M9140) como describen Pérez-Núñez et al. (2006), analizado en el microscopio Zeiss 

Axioplan 2 Upright ligth/ Fluorescence (especificación) y capturado las imágenes mediante 

el sofwere AxioVision 4.8 y analizadas en objetivo 20 y 100 m.  

2.2.3. Ensayo de TRAP 

Para el ensayo de actividad de la telomerasa (TRAP), los extractos de proteínas se 

prepararon como se describió anteriormente en Fitzgerald et al. 1990 y Sykorova et al 

2003. En resumen, se molieron 200 mg de tejido de la hoja en mortero con nitrógeno 

líquido, se re-suspendieron en 200 µl de tampón W [50] Tris-Ac mM, pH 7,5 / 5 mM MgCl2 

/ glutamato de potasio 100 mM / EGTA 20 mM / PVP-40 al 1,5% / glicerol al 10% / PSMF 

0,1 mM / DTT 1 mM / complejo de ribonucleótidos de vanadilo (SIGMA®)], y Centrifugaron 

17.500 x g durante 15 min. Después de eso, las proteínas se precipitaron con PEG-8000 

agregado a una concentración final del 10%, se mezclaron durante 30 minutos a 4 ºC y se 

centrifugaron a 17.500 x g durante 5 minutos. El sedimento se re-suspendió en 20 µl de 

tampón W, se mezcló durante 30 minutos a 4 ºC. Después de la centrifugación, la 

concentración de proteína total se determinó en la fracción soluble del extracto de 

proteína enriquecido en telomerasa (TEX) con el método de Bradford (referencia). 

El ensayo de TRAP convencional se realizó utilizando extractos de telomerasa que 

contenían 100 ng de proteína total mezclada con 1 µl de cebador de sustrato 10 µM 

(cebador TS21: 5´- GAC AAT CCG TCG AGC AGA GTT - 3´, Fitzgelrald et al. 1996), en 

46 µl de amortiguador TRAP (Fitzgerald et al. 1996). Se incubó a 26 ° C durante 45 

minutos (paso de elongación). Después de la etapa de elongación, la telomerasa se 

inactivó a 95 ° C durante 10 minutos y las muestras se enfriaron a 80 ° C (inicio en 

caliente). La etapa de amplificación de la PCR comenzó al agregar una mezcla que 

contiene 1 µl de 10 µM de cebador inverso (HUTPR: 5´- CCG AAT TCA ACC CTA AAA 

CCC TAA ACC CTA AAC CCC - 3´, Sykorova et al. 2006) y 2 unidades de Taq polimerasa 

(Invitrogen ®), la mezcla de reacción se sometió amplificación por 35 ciclos de 95 ° C / 30 

s, 65 ° C / 30 s, 72 ° C / 30 s, seguido de una extensión final a 72 ° C / 5 min. Los 

productos TRAP se ejecutaron en PAGE al 12,5% en 0,5 TBE y se tiñeron con Syber 

safe® 1x; Los geles fueron escaneados por un GelDoc (modelo). Se utilizó el ensayo 

TRAP convencional para evaluar la actividad de la telomerasa en todas las muestras 

antes de evaluar en qTRAP 
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2.2.4. Ensayo q-TRAP 

La medición cuantitativa de la actividad de la telomerasa se realizó utilizando la mezcla 

maestra SYBR Green Master (Applied Biosystems), TS21 y TELPR (la concentración de 

cada cebador en la mezcla de reacción fue de 0.25 µM). Después de la etapa de 

extensión (45 minutos a 26 ° C) y la inactivación enzimática (15 minutos a 95 ° C), los 

productos de extensión se amplificaron en 30 ciclos de 30 segundos a 95 ° C, 60 

segundos a 60 ° C (al final de este paso, se midió la fluorescencia). Para la determinación 

de la curva estándar, se utilizaron diluciones que contenían 500 ng, 200 ng, 100ng, 50ng y 

25 ng de proteína total en 1 µl de TEX de meristemo apical tejido con división celular 

activa, cada dilución se realizo por triplicado.  

Para el testigo positivo de actividad de telomerasa se utilizó tejido meristematico a una 

concentración 100 ng de TEX en plantas de 1 a 3 años y en tejido de hoja (IA) a 100 ng 

en plantas de 1 – 6 años. El ensayo qTRAP se analizó por PCR en tiempo real Rotor-

Gene 3000 (Qiagen) software 2.1.0.9. Los valores de Ct y la actividad telomerasa relativa 

se calcularon mediante el método delta-delta Ct, la normalización sigue el método Pffaafl 

2004 utilizando el control negativo en la curva estándar y el tejido de la hoja que se 

normalizó tanto con el control positivo (meristema) como con el control negativo (tampón 

w). La evaluación estadística se realizó con GraphPad Prism versión 6.0 (empresa). 

 

 

Figura 2.1.-Planta de A. tequilana, demostración de largo y ancho de hoja 
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media y estimación del area folear; a) planta de 3 años de edad de A. 
tequilana y la posición de la hoja con la que se trabajo en este estudio en 
diferentes edades, b – c)  representacion de la hoja media de 1 – 6 años b) 
largo, y c) ancho. 

 

2.2. RESULTADOS  

2.2.1. Talla e histología de hoja por edad de la planta en 1-6 años 

Previo al análisis de la actividad de la telomerasa, se descibió el material recolectado en 

plantas de A. tequilana de 1 a 6 años con el objetivo caracterizar el material vegetal 

tomando en cuenta la talla y los componentes celulares tejido específico en hoja. El 

análisis del área foliar en hojas mostró un incremento total de 4.5 veces durante el periodo 

de 1-6 años, con una fuerte correlación entre la edad y el área foliar durante el periodo 

vegetativo (1-6 años, R2: 0.90) (Figura 2.2a).   

 

Figura 2.2. Correccion lineal y análisis esradistico (ANOVA y Tukey 
comparativo) área foliar 1- 6 años de A. tequilana; a) correlación lineal de 
área foliar, con un valor de R2= 0.90, mostrando un incremento en el área 
foliar con respecto a la edad, b) ANOVA y Tukey coparativo por edad de 
área foliar, Pvalue = 0.0001***, 1 – 2 años = 0.0043**, 2 – 3 años no 
significativo (ns), 3 – 4 años =  0.0242*.  

Se realizó la comparación del tamaño de la hoja, en longitud (Figura 2.2a) y ancho de hoja 

en plantas de diferentes edades (Figura 2.2b). Observamos un aumento de 2.5 veces en 

el tamaño de la longitud y 1.8 veces en el ancho de 1-6 años. Además, determinamos que 

el tamaño de la longitud de la hoja aumentó entre las plantas de 1 y 2 años, las de 2 y 3 

años y las de 3 y 4 años (75, 18 y 14%, respectivamente), el aumento del tamaño del 

ancho de la hoja fue de 39, 5 y 19%, respectivamente. El análisis de los datos en tamaño 

muestra que el aumento de la hoja se produce durante los primeros cuatro años de 
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desarrollo en condiciones de campo, y de 5 a 6 años el crecimiento es lento obteniendo 

un aumento de 7% para longitud (Figura 2.3a) y 1% para ancho (Figura 2.3b). 

 

 

Figura 2.3.- Longitud y ancho de hoja media en plantas de A. tequilana con 
diferente edad.- a) gráfico que muestra el análisis estadístico de la longitud de 
hoja media a diferentes edades (1 a 6 años) la hoja con diferentes edades, 
observando que hay crecimiento de la hoja de 1 a 2 años, y de 3 a 4 años, b) 
gráfico que muestra el análisis estadístico de ancho de hoja media a 
diferentes edades (1 a 6 años) la hoja con diferentes edades, observando que 
hay crecimiento de la hoja de 1 a 4 años y diferencias significativa de 3 a 4 
años. 

Analizando la composición celular en los tejidos, obtuvimos que las células de mesófilo 

esponjoso (cabeza de flecha roja) y haces vasculares (cabeza de flecha negra) 

incrementan su talla de 1-6 años (Figura 2.4 a–l),  en el corte transversal de 1 y 2 años, 

las células alrededor de los haces vasculares tienen un tamaño aproximado de 20-25 m, 

y se observan las células que se encuentran localizadas en la epidermis de hoja (cabeza 

de flecha amarilla, Figura 2.4 a–b). En 3 años se observa un incremento en la talla de 1.5 

veces mayor en comparación con 1 – 2 años, las células mesófilicas tienen un tamaño 

aproximado de 30-45 m. En 4-5 años, el tamaño de las células del mesófilo incrementa a 

un tamaño de 40-45 m (Figura 2.4 d–e). En tejido de 6 años el espacio intracelular del 

mesófilo incrementó notablemente a un tamaño aproximado de a 40-60 m (Figura 2.4f). 

Los haces vasculares o haces de fibra compuestos por xilema (x), floema (ph), xilema 

primario (xp), capa de fibra primaria (p.f.c) y capa de fibra secundaria (s.f.c) están 

marcados con cabeza de flecha negra (Figura 2.4i). En 1 y 2 años se observó la mayor 

cantidad de haces vasculares con tamaños heterogéneos (pero con mayor frecuencia de 

menor talla) (Figura 2.4 a-b). Para 3 años hay elongación y formación de haces 
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vasculares inmaduros (id) (cabeza de flecha gris) (Figura 2.4c). En 4–5 años, se observa 

que se siguen formando haces vasculares inmaduros, y hay elongación, pero el 

incremento de la talla es es moderado. En 6 años, la mayoría son haces vasculares 

maduros, por lo tanto, ya se logran definir todos los conductos de un has vascular 

mostrado en el corte longitudinal (Figura 2.4 l) a 20 m, se obervan totalmente elongados, 

principalmente en la capa de fibra primaria (p.f.c) y secundaria (s.f.c) (Figura 2.4 i). 

  

 

Figura 2.4. Cecimiento, elongación y vascularizacion en hoja de A. 

tequilana; cortes abaxiales de 1-6 años 100 m de la region IA de hoja, a – 
b) muestra 1 – 2 años abundancia de haces vasculares (marcados con 
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cabeza de flecha negra), c) en 3 años, generación de nuevos haces 
vasculares (marcados con cabeza de flecha gris), inicio de elongación de la 
células del mesófilo esponjoso (marcado con cabeza de flecha roja) y 
cuerpos vasculares, d – f) 4 y 5 años, continua el incremento del espacio 
intracelular de las células del mesofilo esponjoso, g) 6 años, incremento del 
haz vascular y espació intracelular de células de mesófilo; corte tranversal a 

20 m , h) haz vascular de 1 año desarrollado, de tamaño pequeño, 
(marcado con cabeza de flecha negra), i) formación de nuevo haz vascular 3 
años, (marcado con cabeza de flecha negra) j) haz vascular maduro 6 años; 

corte longitudinal a 100 m , 1, 3 y 6 años k) 1 año, se observa como las 
celuas que componen el haz vascular aun no estan compartementalizadas, 
l) 3 años, el haz vacular comienza a difereciar las células del haz vascular, 
m) diferenciación de todas las células que componen el haz vascular el 
tejido continua en un continúo crecimiento, elongación y vascularización de 
su tejido (marcados con cabeza de flecha negra). 

Este análisis mostró que el crecimiento en hoja de A. tequilana es continuo pero le toma 

un periodo de aproximadamente 6 años en desarrollar sus componentes celulares para la 

formación del tejido interno en sus hojas. 

3.2.2. Actividad de la telomerasa durante el periodo vegetativo de hoja 

Para determinar la actividad de la telomerasa en hojas de A. tequilana, se realizo la 

estandarización del analisis de TRAP, se establecieon las condiciónes de reacción para 

las etapas de; elongación y amplificación, se establecieron las condiciones de 

electroforesis vertical, asi mismo se estableció el protocolo de extracto nuclear de 

actividad,y el metodo cuantitativo de actividad.  

Una vez estandarizadas estas condiciónes, se procedio a caracterizar el material vegetal 

en hoja media, basal y central. Como testigo postivo se utilizó puntas de raíz de A. 

tequilana y puntas de raíz de Hosta racnifolia, una planta de orden Asparagales (Figura 

2.5a) con 200 - 50ng de extracto nuclear TEX. No se observaron diferencias significativas 

entre hoja media, basal y central, por lo que se procedio a trabajar con hoja media. De 

acuerdo a la caracterización citologíca de hoja joven y adulta de Palomino, muestra que la 

region basal interna, presenta el mayor numero de células en G0, y que la region apical 

Interna presentaba mas variación en el numero de células en G2, por lo tanto decidimos 

evaluar las regiones apical interna (AI), basal Interna (IB), basal externa (EB), con 200ng y 

50ng de extracto nuclear TEX. Utilizando como testigo positivo meristemo de A. tequilana 

(Figura 2.5b). Se observó que la actividad es mayor en la región apical interna (AI), por lo 

tanto, se decidio trabajar con la región apical interna (IA), para medir la actividad en hojas 
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de diferente edad. Finalmene se realizo por duplicado para observar que el patron de 

fragmentos obtenido y el analisis de TRAP era estable para A. tequilana. 

.  

Figura 2.5.-Estandrización del ensayo de TRAP en hojas de 1 año de edad 
en A. tequilana; a) TRAP de hoja media, basal y central, mostrando el 
mismo patrón de fragmentos generados como testigo positivo se utilizó 
puntas de raíz de Hosta racnifolia y testigo negativo el buffer W, b) TRAP de 
las regiones apical interna (AI), basal interna (IB) de hoja media, como 
testigo positivo se utilizo puntas de raíz de A. tequilana y meristemo, 
montrando que se observa diferencia en el patrón de fragmentos entre las 
diferentes regiones analizadas, c) TRAP por duplicado biologico de la region 
AI, utilizando como testigo positivo mersitemo de A. tequilana, 1.- extracto 
crudo 200ng, 2.- extracto crudo 50ng, 3.- TEX 200ng, 4.- TEX 50 ng. 

 

Para determinar la eficiencia de amplificación, se realizó una curva estándar con 

diferentes concentraciones de extracto precipitado de meristemo (TEX) 500 ng, 200 ng, 

100 ng, 50 ng, 25 ng, se grafico el valor de Ct con las diferentes concentraciones con un 

valor R2= 0.97 (Figura 2.6a), indicando que el valor de Ct es directamente proporcional a 

la concentración de extracto utilizado en reacción (Figura 2.6b).  
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Figura 2.6.- Curva estándar de dilución de extracto precipitado TEX de 
500 ng - 25 ng en meristemo TEX dilución (25 ng, 50ng, 100 ng, 200 ng, 
500 ng; a) Regresión gráfica lineal con un valor de R² = 0,97, b) actividad 
relativa de telomerasa normalizado, la actividad es proporcional a la 
concentración de extracto TEX 

Posteriormente se determino la actividad por tiempo real, de la hoja media, basal y central 

(Figura 2.7a), y no se observaron diferencias significativas entre hoja media, basal y 

central. Por lo que se decidio trabajar con hoja media. Asi mismo se hizo la cuantificación 

de actividad en las diferentes regiónes de la hoja AI, IB, EB, y no se observaron 

diferencias significativas en estas regiones (Figura 2.7b). Por lo tanto de porcedio a 

evaluar la región AI, en hoja media, durante todo su desarrollo, porque la región AI en la 

caracterización morfologíca e histológica es la que incrementa con respecto a la edad y la 

hoja media es la posición de la hoja que se mantiene durante todo el desarrollo de 

A.tequilana.  



CAPÍTULO II 

 32 

 

Figura 2.7.- Analisis de TRAP cuantitativo en hoja media en la región IA, IB y 
EB de A. tequilana; a) TRAP cuantitativo de hoja central, media y basal, 
muestra que no hay diferencias significativas en actividad entre las diferentes 
posiciones de la hoja, b) TRAP cuantitativo de cada las regiones de la hoja, 
apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa (EB), muestra que no hay 
diferencias significativas entre cada una de las regiones.  

Utilizando el ensayo TRAP observamos que el patrón esperado de los productos TRAP se 

generó en todas las muestras de IA, por lo que la telomerasa es activa en todos los 

extractos de plantas de 1 a 6 años (Fig. 2.8). 
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Figura 2.8.- Actividad de la telomerasa por TRAP assay e hoja media en 
plantas de A. tequilana de 1 – 6 años en la seccion IA.- Separación de 
fragmentos generados y amplificados utilizando 100 ng de extracto de 
precipitado TEX en acrilamida al 12,5% teñido con syber safe® (1x) sigma 
con réplicas biológicas R1, R2 y R3, tampón de control negativo (-) W y 
precipitado de control positivo (+) extracto de tejido meristem TEX.  

En la cuantificación de actividad de la telomerasa en hoja de 1 a 6 años, la telomerasa es 

detectada a la alta para todas las edades con cambios en la actividad durante el periodo 

vegetativo, con una diferencia significativa mayor a P < 0.0001 en hojas de 3-4 y de 5-6 

años, la actividad relativa mas alta detectada fue para 3 y 6 años con respecto a las otras 

edades analizadas, observando un patrón de aumento de actividad de cada 3 años 

(Figura 2.9). Así mismo, se observó que durante el desarrollo en la fase vegetativa en 

hoja de 1 a 3 años, la actividad relativa de telomerasa es proporcional al incremento de la 

edad de la planta con valores de ddCt = 0.049, 0.025, 0.014 respectivamente. 
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Figura 2.9.- Actividad de telomerasa relativa de hoja 1 – 6 años en A. tequilana; 
se observa actividad de telomerasa detectable en hoja en todas las edades 
analizadas, el analisis estadisticos ANOVA y Tukey comparativo muestra un 
valor de p < 0.0001 *** . 

2.3 DISCUSIÓN  

En este reporte, mediante los estudios morfologicos y de actividad de la telomerasa 

observamos que durante el crecimiento de la hoja, la talla de la hoja incrementa con 

respecto a la edad de la planta y esta se relaciona con los cambios estructurales 

observados en la región apical interna durante el periodo vegetativo en plantas con 

diferente edad (1-6 años) en A. tequilana. En el análisis de la actividad de la telomerasa 

para todas las edades analizadas, no hay diferencia en la actividad relativa de la 

telomerasa en la normalización con tejido meristemático (control de actividad positivo), por 

lo tanto, la actividad de telomerasa se determinó en todas las edades analizadas. 

Sýkorová demostró previamente que la telomerasa es activa para especies del género 

Agave (Sýkorová et al., 2006), pero no hubo informes previos de su relación con la edad y 

el desarrollo de tejidos. Rescalvo -Morales informa que durante este período vegetativo en 

plantas en condiciones de campo (1-6 años), la longitud telomérica se mantuvo durante la 

edad en A. tequilana. En otras especies tambien se ha observado el mantenimiento 

telomérico durante el desarrollo del tejido como en Melandrium album, que determinan 

actividad detectable o alta actividad, sugiriendo que la actividad de la telomerasa 

contribuye al mantenimiento de los telomeros y de esta manera logra la estabilidad 

genetica de los tejidos durante el crecimiento para que el tejido se desarrolle 
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satisfactoriamente (Riha et al., 2007). Asimismo, se ha determinado en es especies de 

ciclo de vida prolongado, que el mantenimiento telomerico es necesario para mantener la 

vida útil como en, Pinus aristata, Pinus monticola, Pinus resinous, Pinus taeda, Pinus 

palustris (Flanary y Kletetschka 2005), Pinus tabulaeformis (Mu et al.,2015), Gingko biloba 

(Song et al.,2010). Al observar el mantenimiento de los telómeros en las regiones de la 

hoja de A. tequilana y de alta representatividad de la telomerasa en todas las edades, 

podemos sugerir la telomerasa en una hoja media de uno – seis años, contribuye al 

mantenimiento de las regiones teloméricas en A. tequilana durante el crecimiento en 

condiciones de campo. 

Sin embargo, durante el desarrollo de la planta, la plasticidad y las características 

específicas de crecimiento presentan variabilidad considerable en la activación de la 

telomerasa a lo largo del crecimiento en los órganos y tejidos, específicamente en 

especies con un ciclo de vida prolongado (Flanary y Kletetschka 2005). En este sentido, 

se han realizado estudios de la actividad de la telomerasa en el tejido de la hoja en 

especies con ciclos de vida cortos mostrando niveles bajos o indetectables de telomerasa 

(Fitzgerald, McKnight y Shippen, 1996; Heller et al., 1996) y por el contrario, en Gingko 

Biloba se ha observado que la actividad de la telomerasa en hojas es alta solo en las 

primeras etapas de crecimiento e indetectable al final de su ciclo (Song et al., 2011), lo 

que refleja que la actividad de la telomerasa puede depender del estado de crecimiento 

de la hoja, a lo que ellos llamaron estacional – dependiente. Asi mismo, se ha demostrado 

que la pérdida de la función TERT (AtTERT-/-) en A. thaliana provoca, además del 

acortamiento telomérico, se altera el crecimiento de la raíz apartir de la quinta generación 

(G5), indicando nuevamente que el mantenimiento de la longitud telomérica y la actividad 

de la telomerasa son necesarias para mantener un correcto crecimiento de la raíz en la 

planta (González-García et al., 2015). Interesantemente en este trabajo tambien reportan 

que hay una disminusión en el número de células con división activa (González-García et 

al. 2015) y en otros trabajos se ha demostrado que en células con telómeros 

extremadamente cortos, la telomerasa activa matiene una división constante evitando el 

proceso de senescencia celular (Heacock et al., 2007), lo que sugiere que la célula 

necesita telomerasa activa y una longitud estable del telómero para mantener la división 

celular. Nosotros observamos en la caracterización morfologica que durante el 

crecimiento de la hoja de A. tequilana hay dos fases; la primera fase es la de elongación 
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de células mesofilicas y formación de haces vasculares en el tejido IA en 3 años de edad 

(Figura 2.4c) y la segunda es la fase de elongación de celulas mesofilicas y la 

diferencianción de haces vasculares en el tejido IA a los 6 años de edad (Figura 2.4 l), 

durante estas fases de transición en el crecimiento, la actividad de la telomerasa 

incrementa tambien en etres y seis años de edad, lo que pareciera indicar que la 

telomerasa durante el periodo de creciemiento de la hoja en A. tequilana esta mas 

relacionado a los cambios tisulares observados durante el desarrollo de la hoja, por lo 

tanto sugerimos que la actividad de la telomerasa está asociada con los procesos de 

proliferación celular durante su período vegetativo de las hojas, que hasta ahora en las 

plantas ha sido poco explorado. 

Durante el incremento de la talla en hojas CAM, se involucran mutiples procesos como 

división activa, elongación y diferenciación celular (Gonzalez 2010), en A. thaliana se ha 

demostrado que cualquier perturbación en el mecanismo molecular que controla a estos 

procesos afecta el tamaño final de los órganos y tejidos (Horguchi et al., 2006; 2005), e.g. 

para el tejido de hoja en A. thaliana la sobrexpresión de los genes de trascripción que 

dirigen el crecimiento (GRF5) y los genes encargados del transporte de auxinas (AVP1) 

incrementan el área foliar en un 15 y 30%  respectivamente en la longitud y un 25-24% 

respectivamente en ancho de la hoja (González et al., 2015). Existe una serie de 

evidencia que refleja la importancia de las auxinas en los procesos de división y 

elongación celular, en líneas celulares de tabaco VBI-0 se determino que 2,4-D promueve 

la división celular y ANA participa en los procesos de elongación célular. La actividad de la 

telomerasa en líneas celulares de tabaco BY-2 es dosis dependiente de la concentración 

de auxinas específicamente a 2,4-D, y durante los procesos de diferenciación y 

desdiferenciación, muestran cambios en la actividad de la telomerasa se relacionan con 

los cambios dramáticos en las tasas de división celular, mientras que la longitud 

telomérica permanece estable en ambos procesos, sugiriendo la existencia de un 

mecanismo regulador de la telomerasa en células vegetales que compensa la pérdida 

replicativa del ADN telomérico y de esta manera proveer la estabilidad genómica en la 

célula (Fijkus et al., 1998). Por lo tanto, durante el desarrollo, es necesario el 

mantenimiento de la longitud telomérica, a su vez, también se muestran que es importante 

mantener telomerasa activa en la célula, para mantener la división y la diferenciación 

durante el crecimiento de órganos y tejidos, reflejando que el correcto crecimiento de los 
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tejidos requiere una compleja interacción entre diferentes señalizaciones moleculares que 

se encargan de dirigir el desarrollo de una manera adecuada.  

El conocer y entender como se encuentran las regiones teloméricas, como son reguladas, 

si hay mecanismos alternativos que ayudan a mantener la estabilidad genómica durante 

su desarrollo, es es una cuestión importante a entender, puesto que en el género Agave, 

tiene una diversidad de especies poliploides, de las cuales se desconoce la longitud de 

sus regiones teloméricas, si son mantenidas durante su desarrollo, si la telomerasa esta 

involucrada en el mantenimiento de estas regiones, o si por la complejidad de su genoma 

tenga otros mecanismos que también estén participando en la homeostasis de estas 

regiones, tal y como se observó en Arabidopsis thaliana, donde hay mecanismos 

alternativos que ayudan al restablecimiento de la longitud telomérica, por la inestabilidad 

genómica resultado de la mutante con telomerasa negativa TERT -/- (Fijkus 2004).  
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CAPITULO III 

CAPITULO III: IDENTIFICAR LA SECUENCIA NUCLEOTIDICA Y 
AMONOÁCIDICA PARA LA SUBUNIDAD TERT EN A. TEQUILANA 

3.1. INTRODUCCION  

La telomerasa, es una enzima especializada a la que se le atribuido como función 

principal el mantenimiento y la elongación de la longitud telomérica, representa una de las 

soluciones al problema de la replicación, que se deriva de la incapacidad de la polimerasa 

en completar la síntesis del extremo 5’ de la hebra rezagada del ADN, también se ha 

documentado que la telomerasa puede tener dos roles o modos de acción diferentes 

como; la unión a las secuencias teloméricas para el alargamiento telomérico, y la unión a 

secuencias no teloméricas para “reparación” de roturas cromosómicas produciendo 

telómeros del novo, observado por primera vez por Bárbara McClintock en cromosomas 

de maíz. La telomerasa es una ribonucleoporteína que requiere al menos dos 

subunidades para su función in vivo que son; el componente aminoácidico, la 

transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) subunidad que tiene la capacidad catalítica 

y el RNA de la telomerasa (TER) que contiene el motivo templado para el reconocimiento 

del ADN telomérico especie específico (Churikov and Price 2008), debido a que es un 

complejo ribonucleico, requiere que las interacciones aminoácidicas y nucleotídica entre 

cada uno de sus componentes sea estable.  

El templado TER, es una de las subunidades que tiene poca conservación en la 

secuencia nucleotídica pero se sabe, que tiene regiones que son mínimas necesarias 

para su función in vivo como los elementos limite 5’ y 3’ que flanquean el RNA templado 

(Chen and Greider 2003). El limite 5’ se encarga de regular la estabilidad de los 

nucleótidos durante el proceso de síntesis del ADNt por TERT, por lo que se siguiere que 

podría ser uno de los sitios de unión con TERT-TER, convirtiéndose en un elemento 

importante para el funcionamiento eficiente de la telomerasa (Liu et al., 2004; Lai et al., 

2001; Greider and Blackburn 1985). El limite 3’ es una estructura de cadena sencilla que 

estimula la actividad de la telomerasa, y le confiere la capacidad de añadir los nucleótidos 

al ADN templado, además de que el limite 3’ contiene la unión N-terminal de TERT ( 

Zhang et al., 2011; Lai et al., 2001; Mitchell and Collins 2000), el pseudoknot es un 

elemento que es importante en la estructura de TER, los cambios en esta región provocan 
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la disminución en la actividad de la telomerasa (Gilley and Blackburn 1999). Se ha 

sugerido, que el pseudonkot es necesario para la correcta orientación del duplex ya que 

genera la unión entre el motivo ARN templado y el sitio activo de la telomerasa ( 

Blackburn & Collins 2011; Tzafatiet et al., 2000), por lo tanto se cree que la viabilidad de la 

estructura en el RNA de la telomerasa depende de dos conformaciones, en el 

pseudonknot y stem-loop (Chen and Greider 2003). Dentro de los componentes 

principales del pseudonknot, se ha elucidado en humanos son los elementos J2b/3 y 

J2a/3, el elemento J2b/3 forma un triplete de Hoogsenteen U*A*T y un loop rico en 

uracilo, que dan lugar a una estructura stem-loop (P3) – J2b/3, lo que facilita el el 

mantenimiento, la integridad y la actividad de la telomerasa, y el elemento J2a/3 es rico en 

adenina, el cual interactúa con los tripletes U*A*T de manera aleatoria, formando una 

estructura stem-loop (P3) – 2a/3 que ayuda a la la estabilización de pseudoknot (Chen et 

al., 2005), adicionalmente, las estructuras stem – loop formadas con P3 – P2b, le brindan 

la flexibilidad al ARN de la telomerasa durante los procesos de reconocimiento del motivo 

repetido y síntesis del ADNt (Chen and Greider 2003; Chen et al., 2000; Cai et al., 1998). 

Actualmente, la elucidación de la estructura cristalizada de telomerasa en estad, en 

Tetrahymena termophila y Homo sapiens, nos permitió entender como sucede la 

interacción de cada una de las regiones de TER en TERT y la funcionalidad de los 

elementos en estado activo, lo primero que se observo en que la estructura cristalizada de 

Homo sapiens es que presenta una región P6 mas alargada en comparación con la de 

Tetrahymena termophila en las cuales uno de estos tallos no muestra interacciones RNA- 

proteína o RNA – RNA, así mismo se observo que la región P6.1, al igual que la región 

SL4 tienen un rol similar durante la interacción RNA – proteína que es la inserción en la 

interface entre el domino TRBD y CTE. En Tetrahymena termophila se logro entender 

como es que cada uno de los elementos del RNA de la telomerasa interacciona con TERT 

para que la proteína sea activa, uno de los datos mas interesantes es que se mostro 

como el dominio TER t/pk en contacto con TERT formando un circulo cerrado que es 

llevado acabo por el tallo 1 envolviendo al anillo TERT, quedando uno de los elementos 

limite de la región monocaternaria en la parte frontal del anillo y el pseudoknot en la parte 

posterior sobre el domino CTE actuando como un acoplador molecular para mantener 

unido a el complejo. En humanos, se sugiere que esta región es importante para la 

formación correcta del pseudonkot, la adición de nucleótidos y el correcto procesamiento 

de la telomerasa durante la replicación e indispensable para el funcionamiento de la 
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enzima (Chang et al., 2002; Wang et al., 1998, ). En plantas, recientemente se han 

identificado algunas secuencias TR´s en plantas superiores en donde interesantemente 

se demostró que la secuencia presenta regiones altamente conservadas en la 

comparación en plantas de orden Asparagales, Solanaceas, Lamiales, se identificaron 

dos regiones que flanquean el motivo repetido; que son una región 5’ rico en guaninas y 3’ 

rico en citosinas, así mismo se demostro de manera experimental que los TR´s en plantas 

son dependientes de IncRNAs Pol - III y se encuentran asociados a diskerina, proteína 

que en Humanos ha sido elucidada como una proteína esencial para su biogénesis.  

Por otro lado, sabemos que la subunidad transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) 

contiene los dominios discretos para que se lleve a cabo la maquinaria de síntesis de ac. 

Nucleicos, unión nucleotídica y selectividad durante la replicación del telómero, es la 

subunidad que ha sido ampliamente caracterizada y la que presenta mayor conservación 

en diferentes especies, sobre todo en la región CTE, tiene cuatro dominios principales que 

son los dominios TRBD, RT, C – terminal y el N – terminal; el dominio TRBD contiene los 

sitios de unión a RNA para la interacción ARN/proteína (TER/TERT), el dominio reversa 

transcriptasa (RT) tiene la función catalítica de la enzima, y por lo tanto, es encargado de 

la síntesis del ADN telomérico, este dominio presenta siente motivos conservados, que 

son; 1, 2, A, B, C, D y E (Zhang et al., 2011), el dominio N – terminal (TEN) que se sugiere 

esta involucrado en estabilizar la procesividad del ADN telomérico (Ghosh et al., 2012; 

Arkhipova I.R. et al., 2003) y por ultimo el dominio C- terminal (CTE) que recientemente se 

ha documentado que este dominio en conjunto con TRBD son indispensables para la 

interacción entre TERT y TR. En las diferentes telomerasas cristalizadas, se muestra que 

la telomerasa tiene una arquitectura circular en la interacción de cada uno de sus 

dominios a la que se le denomino anillo TERT. En plantas a pesar de que no se realizado 

ninguna cristalización de telomerasa, se han caracterizado las secuenciencias de la 

subunidad TERT de manera parcial o total en algunas especies como Scilla peruviana, 

Doryantes excelsa, Ornithogalium, Iris tectorum, Zea mays, Arabidopsis thaliana, 

Nicotiana tabacum, Oryza sativa, y Allium cepa, en estos estudios se han identificado los 

dominios característicos de esta subunidad, en el caso de Nicotiana tabacum y 

Arabidopsis thaliana. 

En plantas, al igual que en los humanos la actividad de telomerasa es dependiente de la 
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proliferación celular, y se ha observado en diversas especies como; Nicotiana tabacum, 

Glycine max, Daucus carota, Brassica oleracea, Zea may y Hordeum vulgare (Fitzgerald 

et al.,1999; Killan et al.1998; Fajkus et al.,1996). En cebada se observó que los tejidos de 

embriones y carpelos presentan mayor actividad de telomerasa, mientras que los tejidos 

más diferenciados como; hoja y anteras la actividad de la telomerasa disminuía (Heller et 

al. 1996c). Un estudio en soya mostró que existe mayor actividad de la telomerasa en 

meristemos, carpelos y raíz, pero una menor actividad en hoja y tallo (Fitzgerald et al., 

1996). En tomate y coliflor, se observó un comportamiento muy similar, en donde los 

tejidos menos diferenciados presentaban mayor actividad de la telomerasa, mientras que 

los tejidos diferenciados presentaron una baja o nula actividad (Shippen and McKnight 

1998), por lo cual se ha propuesto que la actividad de la telomerasa es tejido específica, y 

se sugiere que la actividad de la telomerasa durante el proceso de diferenciación celular 

sea similar al de mamíferos, donde la actividad de la telomerasa en el proceso de 

diferenciación celular también es dependiente de la proliferación celular que es un 

fenómeno que ha sido mayormente observado en plantas consideradas de ciclo de vida 

corta ( Chung et al., 2003; Killan et al., 1998; Fajkus et al., 1996; Fitzgerald et al., 1996), 

recientemente se ha documentado que en Ginkgo biloba una especie considerada de 

ciclo de vida largo, la telomerasa no se relaciona con la longitud telomérica en plantas de 

diferentes edades sugiriendo que la actividad de la telomerasa era estacional 

dependiente.  

Agave tequilana var. Azul es una especie social y económicamente importante para la 

industria de México, ya que se utiliza para la fabricación de una bebida alcohólica tequila, 

es una especie perenne (Little and Gentry 2006). En nuestro grupo, hemos realizado 

recientemente diversos trabajos centrados en el estudio de la dinámica de la longitud de 

los telómeros en A. tequilana en condiciones de campo durante la edad (1 - 6 años), 

donde se observó que la longitud de los telómeros se mantiene en un rango de 25 hasta 

31 kb (Rescalvo-Morales et al.2019). Además, en un estudio en diferentes tejidos (hojas, 

tallos, y raíces) analizados en A. tequilana y A. fourcroydes de uno – tres -años en 

condiciones de invernadero. Se observó un comportamiento similar a las plantas de 

campo, independientemente de la especie y el tejido analizados (Rescalvo-Morales et 

al.,2016), lo que refleja que el mantenimiento de la longitud telomérico del tejido en A. 

tequilana y A. fourcroydes es necesario para el correcto desarrollo, también se ha 
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realizado diversos trabajos centrados en el estudio de la dinámica de la longitud de los 

telómeros en A. tequilana en condiciones de campo durante la edad (1 - 6 años), donde 

se observó que la longitud de los telómeros se mantiene en un rango de 25 hasta 31 kb 

(Rescalvo-Morales et al.,2019). Adicionalmente observamos que la actividad de la 

telomerasa en tejido de hoja en condiciones de campo de 1 – 6 años podría estar 

contribuyendo al mantenimiento telomérico, pero interesantemente en esté trabajo 

muestra que la actividad de la telomerasa puede estar relacionada con los procesos de 

proliferación celular como; elongación y diferenciación celular. Debido a esto, el objetivo 

de este trabajo es realizar la caracterización in silico de TERT en A. tequilana, para 

evaluar si la expresión de TERT se correlaciona con la actividad tejido especifica en 

plantas de dos años; para esto utilizamos la biblioteca transciptómica de A. tequilana 

(Ávila de Dios datos no publicados) representado en TPM y análisis cuantitativo de 

actividad de telomerasa qTRAP. Observamos en este trabajo, que la secuencia consenso 

presenta todos los dominios característicos de la subunidad TERT, adicionalmente, 

observamos que en la predicción in silico del modelo estructural de TERT de A. tequilana, 

presenta el anillo TERT característico de los modelos cristalizados en estado activo de 

telomerasa en Tetrahymena thermophila , Homo sapiens, T. Castenum, se observaron 

algunas anotaciones biológicas interesantes, como; metales pesados Mg+2, NUC y CH1 

presentes en otras RNA’s polimerasas o reversas transcriptas, y finalmente observamos 

que, no hay una correlación entre la expresión de TERT en TPM y la actividad de la 

telomerasa en tejido meristemático de dos años. 

Así mismo, el uso de anticuerpos para la detección y localización de proteínas son 

método comúnmente utilizado para la identificación proteica, gracias a estas 

herramientas, el diseño de anticuerpos contribuyo a la identificación de dyskerina; y se 

determino que es una proteína nuclear asociada a snoARN’s (ARN nucleolar) en el 

complejo H/ACA (Ribonucleoproteíco nucleolar pequeño), un componente indispensable 

para el ensamble y estabilidad de la telomerasa (Venteicher et al. 2009) durante su 

biogénesis. Gracias a estas herramientas, el diseño de anticuerpos contribuyo a la 

identificación de la dyskerina como un componente principal para el ensamble y 

estabilidad de la telomerasa (Venteicher et al. 2009). Así mismo, por medio de 

anticuerpos se revelo la importancia de muchas proteínas que están involucradas la 

biogénesis y ensamblado de la telomerasa, como el TCAB (Telomerase CAB box), NHP2, 
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NOP10, GAR1, NAF1 ( Stern et al., 2012; Blackburn and Collins 2011; Venteicher et al., 

2009).  

La localización de las proteínas de unión al telómero como son TPP1, RAP1, TRF1 y 2 

han favorecido al entendimiento de cómo es que se dan las interacciones entre estas 

proteínas y como se dan las interacciones en el ADN telomérico que permiten comprender 

cómo se regula la homeostasis en la longitud telomérica (De Lange 2005b). En esta 

sección, se planteo un segundo objetivo del trabajo que es identificar a TERT en A. 

tequilana por medio del diseño de anticuerpos  

3.2. MATERIAL Y METODOS  

3.2.1. Aislamiento in silico y amplificación del Exón 9 de la secuencia TERT en A. 

tequilana (AteqTERT)  

Para la identificación de la secuencia candidata del gen que codifica para la subunidad 

TERT en A. tequilana se realizó la búsqueda de la secuencia consenso  de la librería  

RNA – seq depositado en el NCBI, utilizando como secuencia molde la reportada y 

caracterizada de Oryza sativa (osTERT), se verifico identidad de TERT mediante un 

blastx en el NCBI databank y alineamiento manual con las secuencias TERT utilizando 

MUSCLE y UPGMA con un análisis bootstrap que implica 1000 repeticiones en la 

herramienta bioinformática Mega X® java versión 10.1 (versión restringida) Finalmente se 

hizo un análisis de similitud de secuencias mediante la construcción de un fenograma 

usando el método de Neighbor joining (Fig.1a).  

Identificamos el exón 9 y 10, y se diseñaron cebadores específicos (Supplementay 

material) y fueron amplificadas por PCR siguiendo las indicaciones de la enzima 

Invitrogen® Taq DNA polymerase (No. Cat. 10342046), como templado se utilizó ADN 

genómico siguiendo el método Dellaporta (1998). Los productos de ADN fueron clonados 

utilizando TOPO ® TA Cloning ® PCR (No. Cat K4600-01) siguiendo las especificaciones 

de la casa comercial en células quimiocompetentes DH5 α™. Se realizó una selección 

positiva aislando clonas que crecieron en el medio selectivo Luria – Bertani suplementado 

con ampicilina 50 µg/mL y X-gal 40 mg/ml. Las secuencias aisladas se compararon con la 

secuencia in – silico aislada y una especie de orden Asparagales previamente reportada y 

caracterizada. 
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3.2.3. Análisis de la secuencia aminoácidica y estructural de la secuencia AteqTERT 

Para el análisis de la secuencia AteqTERT se realizo la traducción aminoácidica utilizando 

ORF finder bioinformatic Expasy resourse portal (https://web.expasy.org/translate/) para 

identificar el codón de inicio, la secuencia obtenida se alineo con otras especies 

reportadas para plantas, y como grupos externos se utilizo a mamíferos y levaduras 

aplicando MUSCLE y UPGMA, y se construyo un fenograma usando el método de 

Neighbor joining. Posteriormente se identificaron los dominios utilizando dos herramientas 

bioinformáticas, ScanProSite (https://prosite.expasy.org/scanprosite) y Geneious®11.0.3 

(Restricted) java versión 1.8.0.  

Para el modelado estructural de la secuencia AteqTERT se utilizo servidor I-TISSER 

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). En el modelo fue visualizado 

utilizando "UCSF Chimera - A Visualization System for Exploratory Research and Analysis 

"se identificaron los dominios de TERT, se observaron sus características hidrofilicas y se 

analizaron las anotaciones biológicas COFACTOR y COACH.  

3.2.3. Material vegetal 

Las plantas (A. tequilana) se colectaron en la hacienda "Mayapan" ubicada en Valladolid, 

Yucatán. Recolectamos un total de tres plantas completas de 6 meses de edad, las cuales 

fueron trasplantadas a macetas y colocadas en invernadero durante un año y medio, 

cumpliendo una edad aproximada de dos años. El material vegetal se dividió en hoja 

media, basal y central, meristemo y raíz, el tejido de las hojas colectadas se dividió en tres 

secciones diferentes, interna apical (IA), interna basal (IB) y externa apical (EA), de 

acuerdo a la caracterización citológica de hoja joven y adulta, que muestra que la región 

basal interna presenta el mayor numero de células en G0, y la región apical interna 

presenta mas variación en el numero de células en G2, Palomíno et al., (2004). 

Posteriormente, el material vegetal se almacenó a -80ºC hasta su utilización. 

3.2.4. Ensayo de TRAP 

Para el ensayo de actividad de la telomerasa (TRAP), los extractos de proteínas se 

prepararon como se describió anteriormente en Fitzgerald et al. 1990 y Sykorova et al 

2003. En resumen, se molieron 200 mg de tejido de la hoja en mortero con nitrógeno 

https://web.expasy.org/translate/
https://prosite.expasy.org/scanprosite
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15264254&query_hl=8&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=15264254&query_hl=8&itool=pubmed_docsum
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líquido, se re-suspendieron en 200 µl de tampón W [50] Tris-Ac mM, pH 7,5 / 5 mM MgCl2 

/ glutamato de potasio 100 mM / EGTA 20 mM / PVP-40 al 1,5% / glicerol al 10% / PSMF 

0,1 mM / DTT 1 mM / complejo de ribonucleótidos de vanadilo (SIGMA®)], y Centrifugaron 

17.500 x g durante 15 min. Después de eso, las proteínas se precipitaron con PEG-8000 

agregado a una concentración final del 10%, se mezclaron durante 30 minutos a 4 ºC y se 

centrifugaron a 17.500 x g durante 5 minutos. El sedimento se re-suspendió en 20 µl de 

tampón W, se mezcló durante 30 minutos a 4 ºC. Después de la centrifugación, la 

concentración de proteína total se determinó en la fracción soluble del extracto de 

proteína enriquecido en telomerasa (TEX) con el método de Bradford (referencia). 

El ensayo de TRAP convencional se realizó utilizando extractos de telomerasa que 

contenían 100 ng de proteína total mezclada con 1 µl de cebador de sustrato 10 µM 

(cebador TS21: 5´- GAC AAT CCG TCG AGC AGA GTT - 3´, Fitzgelrald et al. 1996), en 

46 µl de amortiguador TRAP (Fitzgerald et al. 1996). Se incubó a 26 ° C durante 45 

minutos (paso de elongación). Después de la etapa de elongación, la telomerasa se 

inactivó a 95 ° C durante 10 minutos y las muestras se enfriaron a 80 ° C (inicio en 

caliente). La etapa de amplificación de la PCR comenzó al agregar una mezcla que 

contiene 1 µl de 10 µM de cebador inverso (HUTPR: 5´- CCG AAT TCA ACC CTA AAA 

CCC TAA ACC CTA AAC CCC - 3´, Sykorova et al. 2006) y 2 unidades de Taq polimerasa 

(Invitrogen ®), la mezcla de reacción se sometió amplificación por 35 ciclos de 95 ° C / 30 

s, 65 ° C / 30 s, 72 ° C / 30 s, seguido de una extensión final a 72 ° C / 5 min. Los 

productos TRAP se ejecutaron en PAGE al 12,5% en 0,5 TBE y se tiñeron con Syber 

safe® 1x; Los geles fueron escaneados ChemiDoc XRS+ Imager (#170-8265), Bio-Rad. 

Se utilizó el ensayo TRAP convencional para evaluar la actividad de la telomerasa en 

todas las muestras antes de evaluar en qTRAP 

3.2.5. Ensayo q-TRAP 

La medición cuantitativa de la actividad de la telomerasa se realizó utilizando la mezcla 

maestra SYBR Green Master (Applied Biosystems), TS21 y TELPR (la concentración de 

cada cebador en la mezcla de reacción fue de 0.25 µM). Después de la etapa de 

extensión (45 minutos a 26 ° C) y la inactivación enzimática (15 minutos a 95 ° C), los 

productos de extensión se amplificaron en 30 ciclos de 30 segundos a 95 ° C, 60 

segundos a 60 ° C (al final de este paso, se midió la fluorescencia). Para la determinación 
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de la curva estándar, se utilizaron diluciones que contenían 500 ng, 200 ng, 100ng, 50ng y 

25 ng de proteína total en 1 µl de TEX de meristemo apical tejido con división celular 

activa, cada dilución se realizo por triplicado.  

Para el testigo positivo de actividad de telomerasa se utilizó tejido meristemático 100 ng 

de TEX, para los diferentes tejidos analizados se utilizó una concentración de 100 ng. El 

ensayo qTRAP se analizó por PCR en tiempo real Rotor-Gene 3000 (Qiagen) software 

2.1.0.9. Los valores de Ct y la actividad telomerasa relativa se calcularon mediante el 

método delta-delta Ct, la normalización se realizó siguiendo el método Pffaafl 2004 

utilizando el control negativo en la curva estándar y en los diferentes tejidos se normalizó 

con el control positivo (meristemo de 1-3 años), que para la comparación de los diferentes 

tejidos hoja, raíz y meristemo se utilizó puntas de raíz, y para hoja media, basal y central 

se utilizó meristemo. La evaluación estadística y los gráficos se realizaron con GraphPad 

Prism versión 6.0 (empresa). 

3.2.6. Análisis en el RNA-seq de 2 años en diferentes tejidos 

La secuencia AteqTERT obtenida, se utilizo como secuencia consenso para realizar el 

análisis de la representatividad en el RNA-seq obtenido por secuenciación Ilumina en 

diferentes tejidos y etapas de desarrollo de A. tequilana. Las lecturas obtenidas del RNA – 

seq, como se realizo el ensamblaje y como se normalizo en TPM se describen 

previamente por Zavala-García, Laura E (2018). En este análisis únicamente se tomo en 

cuenta los tejidos en etapa vegetativa con dos años (Ávila de Dios et al, datos no 

publicados). Los datos reportados son representados en transcripciones por millón, se 

aplico un ANOVA para determinar diferencias significativas entre niveles de expresión de 

meristemo (SAM), hoja y raíz La evaluación estadística y gráficos se realizaron con 

GraphPad Prism versión 6.0. 

3.2.7. Diseño de los péptidos. 

Para la determinación de epítopes y realizar el diseño de anticuerpos, se realizo una 

prediccón de la configuración estructural de la secuencia aminoácidica de TERT obtenida 

anteriormente, utilizando I-TISSER. Esta plataforma bioínformatica propone modelos de 

porteínas, con base en las estructuras proteícas cristalizadas y caracterizadas 
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depositadas en las librerías proteicas de UniProt. Una vez determinada la estructura, se 

localizan las estructuras secundarias de la secuencia a.a. AteqTERT y se estiman las 

regiones mas hidrofílicas e hidrofóbicas, generalmente las epitopes para el diseño de 

anticuerpos son sobre las regiones mas disponibles, con un tamaño de secuencia 

aminoácidica entre 7- 15 aminoácidos, al final de su secuencia, se marca con una 

metionina y se manda sintetizar (Pepmic Co). Para eficientizar la respuesta imune, las 

secuecia peptídica diseñada se acopla a una proteína de alto peso molecular y de 

esctuctura compleja, en este diseño, se acoplo a una hemocianina de lapa californiana 

(KHL), aislada de Megathura crenulata. Una vez sintetizado el péptido y acoplado a la 

proteína KHL, se re – suspendio en amortiguador de fosfatos 0.5 M, a un PH = 7.5 a una 

concentracón de 100 µg/0.1 ml. 

La inmunización se realizó en conejos hembras de 3 meses de edad durante 90 días con 

un periodo de inmunización de 15 días, la primera inmunización llevó acabo preparando 

una solución, con adyuvante de Fraude (solución aceitosa concentrada con bacteria) 300 

µl y el péptido sintetizado a una concentración final de 300 µg relación v:v. Después de la 

segunda inmunización se utilizaron 100 µl a una concentración final de péptido sinterizado 

100 µg y con adyuvante de Fraude incompleto (solución aceitosa atenuada con bacteria). 

Se tomó muestra de sangre del conejo en el día cero como testigo negativo y a partir del 

día 15 se tomá muestra sanguínea para detectar dilución.  

3.2.8. Detección de dilución del anticuerpo (Dot-Blot) 

Para realizar la detección de la dilución del anticuerpo, se realizó un dot blot colocando en 

la membrana de nitrocelulosa 100, 10, 1, 0.1 µg de péptido sintetizado ATR-3 y ATR-4. 

Posteriormente la membrana se bloqueo con PBS 1X y leche baja en grasa Siluette® al 

5% durante 2 hrs a temperatura ambiente, se realizaron tres lavados con PBS-T 1X al 

0.1% de Tween20®. Despues del lavado, se incubó con el anticuerpo anti-TERT extraido 

del suero del conejo en diferentes diluciones; 1:250, 1:500, 1:1000, 1:2000 y 1:4000 en 

PBS con leche al 3% durante toda la noche. La membrana se lavó tres veces despues de 

incubar con el anticuerpo primerio, posteriormente, se incubó por tres horas con el anti-

conejo en una dilución 1:1000, lavar 3 veces por 15 min con PBS-T y reveló por ELC.Una 

vez detectada la dilución se realizó el western blot del extracto nuclear obtenido para el 

análisis de TRAP.  
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3.2.10. Western Blot  

Para la detección de TERT, se probaron un total de cuatro protocolos extracción de 

proteínas nucleares (RIPA, CHAPS, Peterson y TRAP) y tres de proteínas totales 

(Fosfatos, Lab. Ingancio Islas, Lab. 24), de las cuales por medio de la separación SDS – 

PAGE, se verificó la integridad y la presencia de mayor cantidad de proteínas. El gel 

analizado muestra que los extractos con los mejores resultados son con dos protocolos 

para proteínas nucleates; método de Peterson (Peterson 1977) y método TRAP 

amortiguador W (Fitzgerald et al. 1996) y para proteínas totales del Dr. Ignacio Islas 

(Figura 3.8b). 

Una vez que se realizó la desnaturalización de los extractos utilizando amirtiguador 

Leammli 2x y la separación de proteínas por SDS-PAGE, el gel de poliacrilamida al 10%, 

se transfirió a una membrana de nitrocelulosa en medio húmedo, la transferencia se 

realizó durante toda la noche a voltaje de 20 V a 4ºC, se añadió 0.1% de SDS al 

amortiguador de transferencia para reducir la formación de aglomerados. La membrana 

se tiñó con rojo de ponceau 1X para verificar si la trasferencia fue adecuada, se lavó 3 

veces con agua destilada estéril por 10 min y se bloqueó con leche al 5% (Svelty baja en 

grasa Nestle®) en PBS 1x durante 3 hrs, posteriormente se realizarón tres lavados con 

PBS-T 1x al 0.1% de Tween20® por 15 min. Luego, la membrana se incubo con el 

anticuerpo primario preparado con PBS 1X y leche al 3%, se utilizarón tres diluciones del 

anticuerpo 1/1000, 1/2000 y 1/4000, durante toda la noche a 4ºC en agitación suave y 

sumergida en la solución. La eliminación del excedente de anticuerpo primario se realizó 

utilizando amortiguador de lavado PBS-T al 1% 3 veces por 15 min. Poateriormente, se 

incubó con el anticuerpo secundario anti-rabbit a una dilución de 1/1000 con PBS y leche 

al 3% durante 3 horas. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 15 min con PBS-T 1X al 

0.1% con Tween20®, 2 lavados con PBS 1X y después la detección se realizó mediante 

quimioluminiscencia ECL. 

3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.  

3.3.1. Identificación in – silico de TERT de A. tequilana. 

Una de las subunidades que es indispensable para la función in vivo de la telomerasa es 

TERT, debido a ello con el fin de explorar al gen que codifica a TERT en A. tequilana, se 



3.3. Resultados y discusión. 

 50 

obtuvo una secuencia cDNA de 3525 pb in silico, que se obtuvo de la librería RNA-seq 

TSA de A. tequilana depositada en el NCBI, utilizando como query la secuencia de TERT 

reportada y caracterizada de Oryza sativa. Para corroborar que la secuencia consenso es 

correcta, se analizó la identidad utilizando otras secuencias TERT reportadas, observando 

que presenta similitud con secuencias TERT de orden Asparagales, como: Scilla 

peruviana especie perteneciente al género Scilla con un porcentaje del 88%, seguido de 

Doryanthes excelsa con un 86% y Asparragus officinalis con 82% (Figura 3.1a), indicando 

que la secuencia nucleotídica consenso pertenece a la secuencia del gen que codifica a la 

subunidad TERT (Figura 14b). Así mismo, se realizó la identificación de los exones 

utilizando como base los caracterizados previamente como; Nicotiana tabacum y Oryza 

sativa (Figura 3.2a), se amplificó el exón 9 del dominio RT de la subunidad de la 

telomerasa por medio de cebadores específicos (Figura 3.2b).  

 

Figura 3.1.- Alineación de la secuencia de nucleótidos TERT; a) 
Fenograma que muestra que la secuencia consenso presenta similitud con 
otras secuencias TERT de nucleótidos reportadas en el NCBI; b) 
alineación de la secuencia de consenso con las especies TERT 
informadas en el NCBI utilizando UPGMA con un arranque de 1000 
repeticiones realizado en Genius Java Versión 1.8.0_112-b15 (64 bits).  
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Las secuencias obtenidas como resultado de la amplificación de ADN genómico y 

clonación del producto de PCR, con un tamaño aproximado entre 750 – 1200 pb con la 

combinación de cebadores Fw_Exo9, Fw_Exo 9.a y Rv_Exo 10, las secuencias 

AteqTERT fueron depositadas en la base de datos de ADN del NCBI (Figura 3.2b). 

Finalmente, en el análisis similitud de secuencias muestra que tiene un porcentaje de 

similitud del 89% con la secuencia de consenso AteqTERT – RNA-seq y un 82 % para 

especies de orden Asparagales. Estos resultados, además de que ayudan a confirmar 

que la secuencia consenso corresponde a la subunidad TERT de A. tequilana también 

indican que la secuencia nucleotídica de TERT para el orden Asparagales es conservada.  

 

Figura 3.2.- Identificación de nucleótidos, diseño de 
oligonucleótidos y amplificación por PCR del exón 9 de la secuencia 
consenso de AteqTERT; a) Representación esquemática del gen 
TERT y la identificación de nucleótidos del exón 9 correspondiente a 
la región parcial del sitio catalítico, diseñamos dos oligonucleótidos 
directos para el exón 9; FwExo9 (1A) - FwExo9 (2A), y un solo 
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oligonucleótido inverso RvExo9; b) productos de PCR amplificados 
que usan 20 ng de ADN genómico como temple; 1.- marcador de 
peso molecular, 2.- Producto de PCR con la combinación FwExo9 
(1A) + Rv Exo9, 3.- Producto de PCR con la combinación FwExo9 
(2A) + RvExo9. 

3.3.2. Análisis bioquímico de la secuencia AteqTERT 

La secuencia aminoácidica consenso de AteqTERT presentó un tamaño aproximado de 

1175 aminoácidos, se identificaron los motivos característicos de la subunidad TERT 

como; NTE, TRBD y RT. En el fenográma de especies monocotiledóneas y dicotiledóneas 

con la secuencia aminoácidica TERT, utilizando como grupos externo mamíferos y 

levaduras, muestra que las secuencias de TERT que pertenecen a especies de orden 

Asparagales; Scilla piruviana, Allium cepa, Iris tectorum y Hosta rectifolia tienen un 

porcentaje de identidad del 96%, indicando que la secuencia aminoácidica es conservada 

para el orden Asparagales (Figura 3.3a). Asimismo, se observó un porcentaje de identidad 

del 86% para especies monocotiledóneas en comparación con especies dicotiledóneas, y 

un 74 por ciento para secuencia TERT como Homo sapiens y ratón (Figura 3.3a). Por lo 

tanto, la subunidad TERT de A. tequilana mostró ser conservada entre miembros del 

orden Asparagales; como se ha reportado previamente por Sykorova et al., 2006. En este 

estudio, la caracterización in silico de la sub–unidad TERT, evidenció que la secuencia 

presenta los dominios característicos de TERT: NTE, TRBD, y RT (Figura 3.3b). El 

tamaño de la secuencia AteqTERT es de 1175 aminoácidos,  y se sabe que el tamaño de 

TERT varía ligeramente entre especies como por ejemplo; Oryza sativa con 1260 a.a. 

(Oguchi et al., 2004), Zea mays con 1188 a.a., Arabidopsis thaliana con 1123 a.a. Scilla 

priviana con 1227 a.a., Iris tectorum con 1295 a.a, además, los dominios encontrados en 

Agave tequilana coinciden con los que se reportaron en estas especies.  
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Figura 3.3.- Análisis de similitud de secuencia AteqTERT; a) Fenograma 
de secuencias de aminoácidos TERT informadas en diferentes especies 
de plantas, mamíferos y ciliados utilizando UPGMA con un arranque de 
1000 repeticiones realizado en Genius Java Versión 1.8.0_112-b15 (64 
bits), b) Identificación de dominios, motivos y exones en la secuencia 
AteqTERT usando UPGMA con un arranque de 1000 repeticiones 
realizado en Genius Java Versión 1.8.0_112-b15 (64 bits). 

Durante la identificación de los dominios de las secuencias TERT, se observaron los 

motivos característicos en las secuencias aminoácidicas analizadas, por ejemplo; la 

secuencia GQ, QFP, GLLL y T, motivos que son compartidos en diferentes especies. 

Estos motivos se encuentran ubicados en los dominios T2, TRBD y C-terminal 

respectivamente.  El motivo T la secuencia aminoácidica que es especifica de la enzima 

telomerasas, la presencia de este motivo permite diferenciar a la telomerasa del resto de 

las RT´s virales y es parte del dominio TRBD (Figura 3.4). La región C- terminal es 

esencial para la función catalítica, y muestra mayor conservación de motivos 

aminoácidicos en diferentes especies analizadas, interesantemente se observó que la 

secuencia consenso de AteqTERT presenta el cambio aminoácidico de leucina (L) o 

fenilefrina (P) a triptófano (W) en el motivo C, en la posición 2 aguas arriba del doble DD 
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catalítico de la subunidad TERT. Este cambio aminoácidico, ha sido reportado 

previamente para algunas especies de orden Asparagales. En este sentido, también se ha 

reportado que la región N- terminal de la subunidad TERT, es la que presenta mas 

variación que el resto de los dominios, sin embargo, para el género Asparagales esta 

región es conservada, y esto incluye a la secuencia consenso de A. tequilana, ya que 

observamos que, en esta región, la mayoría de los motivos y la secuencia son 

conservadas. Finalmente, la secuencia consenso AteqTERT presentó un total de 12 

exónes concordando con lo reportado para Nicotiana tabacco, Oryza sativa y otras 

especies del generó Asparagales, sin embargo, es importante mencionar que la cantidad 

de exones en secuencias TERT puede variar, ya que también se ha observado en 

algunas secuencias TERT pueden presentar hasta un total de 18 exones. 

 

Figura 3.4.- Identificación de los dominios específicos 
de TERT en la secuencia de aminoácidos AteqTERT, 
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mostrando que tiene los dominios NTE, TRBD, RT y 
CTE. 

Nosotros realizamos una predicción estructural con la finalidad de observar a nivel 

estructural como se observan los dominios característicos de TERT utilizando la 

herramienta bioinformática en línea I-TISSER. Esta plataforma, se basa en la 

identificación de las plantillas estructurales PDB de proteínas cristalizadas, y la 

implementación de algoritmos matemáticos por cofactor, COACH y el agrupamiento de 

“señuelos” (SPICKER), que permite agrupar las regiones en función de la similitud de 

estructura en pares, con el objetivo de proporcionar predicciones estructurales y 

funcionales. En este estudio, se observó que la estructura AteqTERT tiene una 

puntuación C = -1.15, el rango de confianza aceptable estructural 3D es [-5, 2]. Este valor 

se calculó en función del alineamiento de las plantillas, y los parámetros de convergencia 

de las simulaciones de ensamblaje, tomando en cuenta los átomos, los residuos 

aminoácidicos expuestos, accesibilidad de la proteína y las estructuras alfa - beta laminar, 

para posteriormente basarse en esta estimación (puntaje C) y considerar la longitud 

(Puntaje TM y RMSD), el valor TM-score = 0.57 ± 0.15 y RMSD = 12.1 ± 4.4 Å, estos 

valores indican que la calidad del alineamiento y el modelado en 3D de la secuencia 

consenso es aceptable.  

El modelo PDB que se utilizo fue el modelo 1 en la estimación enviada por la plataforma, 

el modelo cristalizado proteico con el que presento similitud estructural es el Mod. 6d6VA, 

que pertenece a la estructura de telomerasa en estado activo, cristalizada y caracterizada 

de Thetraymena thermophila, la cual se caracterizó utilizando crio microscopia electrónica, 

con una resolución de 4.8 Å. Este análisis lo primero que se observo es la ubicación de 

cada uno de los dominios característicos de la subunidad, para diferenciar a cada uno de 

los dominios se utilizaron diferentes colores, el color rojo para el domino NTE, verde para 

el dominio TRBD, magenta para el dominio RT y azul para el CTE (Figura 3.5a). En este 

análisis mostro que la estructura de la telomerasa es similar a otras polimerasas 

reportadas e interesantemente a otros RT´s virales (similar al puño de la mano izquierda), 

en un giro de 90º hacia enfrente, se observa que los dominios TRBD-RT-CTE forman el 

anillo TERT característico (Figura 3.5b). Uno de las aportaciones mas interesantes en la 

estructura de Tetrahymena themophila, se observó que el núcleo catalítico de la 

telomerasa tiene una arquitectura única entrelazada en sus interacciones, muestran que 
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el dominio RBD, RT y CTE forma un anillo denominado “anillo TERT” enlazado mediante 

un lazo TER loop 4 (L4) que se encarga del agrupamiento molecular de estos dominios, 

así mismo, en la estructura cristalizada en T. Castenum observan que estos tres dominios 

presentan el mismo anillo TERT, pero en esta estructura no se muestra si este anillo tiene 

una interacción adicional como en el caso de Thetraymena thermophila, ubicando los 

motivos mas cercanos al sitio activo, observamos que el sitio activo de TERT se 

encuentra ubicado entre las dos estructuras beta laminar del motivo C, los motivos B y C 

son los dedos de la enzima mas cercanos al sitio catalítico y el motivo 2 la estructura ß – 

laminar mas cercana al sitio activo (Figura 3.5c), se localizo el sitio activo que en el caso 

de AteqTERT y otras TERT´s reportadas corresponde a la doble Asp en el dominio RT 

(Figura 3.5c). En Tribollum Castaneum la cristalización de TERT permitió conocer que la 

unión entre TERT y TER es mediada por los motivos 2 y B ya que se encuentran 

localizados cerca del sitio activo de telomerasa, nosotros observamos que estos motivos 

están cercanos al sitio catalítico, pero desconocemos si en TERT para plantas estos 

motivos tengan esta función.  

 

Figura 3.5.- Modelado de la secuencia de aminoácidos de AteqTERT; los 
diferentes colores representan cada dominio de AteqTERT; el dominio NTE - 
rojo, TRBD - verde, RT - rosa y CTE - azul, a) representación de la estructura de 
superficie 3D y la estructura laminar alfa-beta de AteqTERT con los diferentes 
dominios de TERT, b) interacción de los dominios de TERT en estructura de 
superficie y estructura alfa-beta que forman el anillo TERT característico, c) los 
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motivos conservados adyacentes al sitio activo B, C, D y 2, d) anotaciones 
biológicas del sitio de unión al ligando en el dominio TRBD; al ligando CH1 (3- 
desoxicitidina 5- trifosfato) y al sitio de unión al dominio de ácido nucleico (NUC) 
y RT al MN (Magnesio +2), e) sitios de unión de la subunidad TR en el dominio 
TRBD, f) análisis de la hidrofobicidad del estructura donde la coloración azul 
representa las regiones hidrofílicas y la coloración roja las áreas hidrofóbicas, los 
modelos PDB de la secuencia TERT y la predicción de anotaciones biológicas se 
obtuvieron utilizando la herramienta bioinformática I-TESSER, con un puntaje C 
= -1.15, puntaje TM = 0.57 ± 0.15 y RMSD = 12.1 ± 4.4 Å, las estructuras que 
visualizamos y editamos usando UCSF Chimera Quick versión 1.14. 

Así mismo, estos autores determinaron que los motivos TBE en TRBD son necesarios 

para la interacción de TR con la subunidad TERT y son conservados en la familia de 

estas enzimas debido a ello, identificamos las regiones TBE y C4/5 binding en el dominio 

TRBD en la secuencia aminoácidica (Figura 3.6) y en la estructura (Figura 3.6), 

mostrando que AteqTERT presenta los cuatro aminoácidos que componen los sitios de 

interacción TBE y C4/5 (Figura 3.5d), dos de los aminoácidos son conservados para todas 

las especies, pero los otros dos aminoácidos localizados parecen ser especie específicos 

(Figura 3.6).  
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Figura 3.6.- Alineación e identificación de sitios de unión a ARN en el dominio 

TERB de la subunidad TERT  

Los análisis realizados por COFACTOR y COACH permitieron analizar las anotaciones 

biológicas; como sitios de unión a ligandos (Figura 3.5d). El análisis de las anotaciones 

biológicas por COFACTOR mostró anotaciones biológicas similares a ARN´s polimerasas 

como; NUC (ácidos nucleicos), CH1 (3´-deoxycytidine-5´-triphsphate), y Manganeso (2+), 

los ligandos CH1 y NUC se encuentran posicionados en los mismos residuos 

aminoácidicos que son; 429, 430, 440, 443, 444, 445 en el dominio TRBD, y el ligando de 

MN se observo en la posición; 913, 914 que interesantemente corresponde a la doble Asp 

en el sitio catalítico del dominio RT (Figura 3.5d). Los modelos PDB´s con los que se 

mostraron mayor similitud son; 1GX6 para el ligando MN que pertenece al RNA 

polimerasa del virus hepatitis C en complejo con UTP y manganeso, 3aOhD para el 
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ligando NUC que pertenece al complejo de RNA polimerasa – Gfh1, y por último el 

modelo PDB 1N38 para el ligando CH1que pertenece al complejo reovirus polimerasa 

lamda 3. Para otras  RNA´s polimerasa o RT´s virales, se sabe que estos ligandos 

contribuyen al proceso de síntesis de RNA, translocación nucleotídica e inician su 

actividad enzimática, indicando  que posiblemente él ligando de MN observado en el sitio 

catalítico es necesario para dar inicio en la actividad de la telomerasa, ya que esta enzima 

utiliza como co-factor el Mg+2, así mismo, los ligandos CH1 y NUC observados en el 

dominio TRBD nos lleva a pensar que posiblemente el ligando CH1 puede estar 

contribuyendo a la flexibilidad de translocación del ADN telomérico y NUC a la síntesis de 

ADN telomérico.  

Una de las estructuras recientemente elucidadas de telomerasa es en Thetraymena 

thermophila y contribuyo en gran parte a entender como suceden las interacciones 

aminoácidicas entre cada uno de los dominios de TERT y el RNA de la telomerasa TER, y 

como a su vez estos ayudan a regular su función de una manera eficiente; dentro de 

todas estas interacciones, observan un lazo TER loop 4 que mantiene el agrupamiento 

entre los dominios del anillo TERT, posteriormente observan que el dominio t/pk del RNA 

templado en la telomerasa forma un circulo sobre y detrás del anillo TERT, de tal forma 

que el extremo limitante de la plantilla quede en la parte frontal y el pseudoknot en la parte 

posterior sobre el dominio CTE, que la interacción TERT – TEN junto con RBD y la parte 

inferior del circulo t/pka forman un conector estructurado flexible que a su vez facilita la 

interacción de TEN – TRAP (localizada en TER) formando un tercer anillo (TEN-RBD-TR-

TRAP) que bloquea físicamente al anillo TERT y secuestra a los extremos limitantes de 

unión en TER, por lo tanto proponen que el anclaje de TBE en RBD es necesario para 

definir el limite de la plantilla y evitar que físicamente que los nucleótidos que no son de la 

plantilla repetida se muevan al sitio activo (Jansson et al., 2015), y por ultimo, proponen 

que el modelo para la síntesis de ADN es en forma de acordeón para síntesis de ADN 

telomérico , limitándose a la comprensión y extensión a los extremos de plantilla 

adyacentes. Adicionalmente, en Trubullium castaneum se observa que la superposición 

de TERT – TER pone bases accesibles en el solvente de manera adyacente y por enzima 

del sitio activo durante la unión de Ac. Nucleicos facilitando la selectividad de la enzima, la 

interacción entre el ADN substrato y la región primer -gad localizada en el extremo 3´del 

ADN sustrato y el sitio activo lo que facilita la adición nucleotídica, en este sentido se sabe 
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que las fuerzas que las que participan en la unión pueden ser las interacciones 

hidrofilicas, pero la especificidad de unión parece ser controlada por los enlaces de 

hidrogeno y las interacciones electrostáticas, en el análisis de hidrofobicidad,  muestra 

que las regiones hidrofóbicas se encuentran mayormente en dominio CTE de la estructura 

de AteqTERT y cerca del sitio catalítico de la enzima (Figura 3.5f), lo que nos lleva a 

pensar que en esta región es necesaria para la fidelidad de la enzima.  

Finalmente, en la ultimas tres décadas de estudios en telomerasas de diferentes 

organismos muestran que las telomerasas difieren en sus propiedades catalíticas, en la 

procesividad y la fidelidad, e inclusive en algunos organismos funcionan como dímeros, 

que pueden estar relacionados con las actividades no canónicas de la subunidad, debido 

a ello consideramos que en plantas hay una gran necesidad de realizar estudios desde un 

punto de vista bioquímico, para poder entender como es que se lleva a cabo la interacción 

de cada uno de los dominios de TERT y TER, se lleva acabo la regulación desde el 

ensamble proteico. 

3.3.3. Identificación y diseño de anticuerpos de la subunidad TERT de A. tequilana 

Se realizó un análisis de similitud de secuencia (fenográma) en especies 

monocotiledóneas y dicotiledóneas con la secuencias aminoácidica de TERT, como 

grupos externos se utilizó a mamíferos (Homo sapiens) y levadura (Figura 3.7a). El 

análisis mostró que las secuencias de TERT tiene una similitud del 99% y una distancia 

de 0.17 para especies que pertenecen al género Agave, por lo tanto, sugerimos que la 

subunidad TERT para especies de Agave, como Agave striata y Agave victoriae (Figura 

3.7a). En el análisis con otras especies que pertenecen al mismo orden Asparagales 

como Scilla piruviana y Hosta rectifolia presentan un porcentaje de similitud del 98% con 

una distancia de 0.18 y 0.19 respectivamente, por lo cual se puede sugerir que al menos 

esta subunidad es conservada para los miembros de esta familia (Figura 3.7a). Asimismo, 

se observó que el porcentaje de similitud es mayor para especies monocotiledóneas que 

en especies dicotiledóneas (Figura 3.7a). Para plantas, las secuencias aminoácidicas 

TERT se encuentran en el mismo clado indicando que es una subunidad conservada 

entre especies diferentes especies de plantas, también se observó que mamíferos 

(Hrdličková et al., 2012) y levaduras se agrupan de manera similar (Haering et al., 2000). 

La secuencia aminoácidica de AteqTERT presentó un tamaño aproximado de 1175 
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aminoácidos. Una vez estimada su estructura, se identificó el dominio RT (Figura 3.7b), y 

los sitios especie específico del dominio RT (Exón 9). El anticuerpo se diseño en el 

dominio RT y en los sitios con estructuras secundarias en el Exon 9 (Azul), cercana al 

Exon 9 (amarilla), con un total de 10 aminoácidos para ATER-3 y 11 a.a. para ATER-4 

(Figura 3.7b).  

 

Figura 3.7.- Identificación de la secuencia aminoácidica y el dominio RT de TERT en A. 
tequilana; a) alineamiento utilizando MEGA versión 6.0, y el  método de agrupamiento 
de Neighbor-joining tree, entre diferentes especies de plantas utilizando como grupo 
externo a mamíferos, ciliado y levadura, b) identificación del dominio RT en secuencia 
aminoáacídica, y en el modelo 3D de la proteóna marcado de color verde, la marca 
color azul aqua es la epitope diseñado para ATR-3 y la marca color amarillo es para 
ATR-4. 

Una vez diseñados los anticuerpos se evaluó la sensibilidad del anticuerpo, obteniendo 

una sensibilidad de 1/1000 para ATR-3 y 1/4000 para ATR-4 (Figura 3.8a). Para el 

Western Blot se probaron tres protocolos de extracción de proteínas nucleares y totales, 

en hoja media, basal y central, obteniendo que en hoja media es en donde se observa la 

mayor cantidad de proteinas   de proteínas totales y nucleares (Figura 3.8b).  

Para el western blot se utlizó como testigo positivo el anticuerpo monoclonal anti-TERT de 

conejo, que representa el dominio RT de la secuencia tipo humano, a una concentración 

de 0.1 g. Tomando como base la sensibilidad del anticuerpo mostrado en el dotblot 

1/1000 para ATER-3 y ATER-4, observamos señales en el tamaño esperado para el anti-

TERT como testigo positivo y dos señales que no se pudieron reproducir en experimentos 

posteriores para el extracto de Peterson y TRAP (Figura 3.8c), por lo tanto, se deba algun 

falso positivo.  
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Figura 3.8.- Determinación de la sensibilidad del anticuerpo anti-ATER-3 y 
ATR-4 e identificación de TERT en extractos de A.tequilana; a) ATR-3 y ATR-4 
con diferentes concentraciones del péptido sin conjugar y dilución del 
anticuerpo Anti – AteqTERT de conejo, b) gel de acrilamida al 12%, se verifica 
la integridad y separación de proteínas nucleares empleando el método de 
peterson y del extracto TRAP utilizando el método del Dr. Ignacio Islas, c) el 
Western blot  de los extractos nucleares y extracto total; muestra que la 
transferencia de proteinas (tinción rojo de Ponseu 1X) se realizó de manera 
eficiente, mientras que el film evidencia la señal para el extracto amortiguador 
TRAP y el de peterson, en la parte superior. Testigo positivo, Anti – TERT 
conejo subunidad TERT humano. 

3.3.4. Actividad de telomerasa y expresión de TERT en una planta completa de A. 

tequilana de 2 años 

Para determinar la actividad de la telomerasa de A. tequilana, la eficiencia de 

amplificación, se realizó una curva estándar con diferentes concentraciones de extracto 

de precipitado de meristemo (TEX) 500 μg, 200 μg, 100 μg, 50 μg, 25 μg, con un R2 = 

0.97 indicando que el valor de Ct es directamente proporcional al nivel de extracto 

utilizado en la reacción (De la Torre Z et al.,2020). 

Posteriormente, llevamos a cabo el análisis cuantitativo de TRAP para plantas completas 

de 2 años de A. tequilana. Se analizó la diferencia de actividad entre la hoja central, 
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media y basal, utilizando puntas de raíz de A. tequilana como control positivo (Fig.3.9b), 

no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre la hoja central y media, 

pero una distinción baja, entre hoja, en comparación con la hoja basal con un valor de P = 

0.01 (Fig.3.9b). Asimismo, observamos que hay una actividad más significativa en la hoja 

central, seguida de la hoja central y la basal. El desarrollo de las hojas de A. tequilana en 

forma de roseta, la hoja central está más cerca de la zona meristemática y es la hoja más 

reciente; la hoja basal es la más antigua con tejido más diferenciado. Después de realizar 

el análisis en las diferentes posiciones de las hojas, se utilizaron las diversas secciones 

de la hoja central (apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa (EB)). Se usó una 

concentración de 200 ug y 50 ug de extracto nuclear TEX para TRAP convencional 

(Fig.3.10a) 3a) y 200 mg para TRAP cuantitativa usando meristemo como control positivo. 

Los resultados no muestran diferencias significativas entre las secciones IA, IB y EB 

(Fig.3.10b). 

 

Figura 3. 9.- Actividad y expresión de la telomerasa tisular específica en plantas 
completas de A. tequilana de 2 años de edad; a) diferentes tejidos de toda la 
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planta de A. tequilana de 2 años de edad, hoja media (ML), basal (BL), central 
(CL), raíces y meristemo; b) actividad de telomerasa en la hoja central, media y 
basal; c) actividad de la telomerasa en diferentes tejidos, meristema, hoja y raíz 
medias, d) expresión de AteqTERT en TPM de meristema, hoja y raíz en 
plantas de A. tequilana de 2 años de edad 

Finalmente, la actividad de la telomerasa se evaluó en el meristemo, la hoja central y la 

raíz a 200 μg. Utilizando las puntas de las raíces como control positivo, observamos que 

la actividad en comparación con las puntas de las raíces es inferior a tres órdenes de 

magnitud para los tejidos de meristemas y hojas. Por lo tanto, la actividad de la 

telomerasa es alta para meristemos y hojas medianas con diferencias significativas entre 

meristemos y raíces con un valor de P <0,0001. Además, la diferencia en la actividad de 

la telomerasa entre la raíz y las puntas de las raíces es más significativa que tres órdenes 

de magnitud. El tejido con más actividad es el meristemo, seguido de la hoja media y con 

menos actividad en el tejido radicular. Por lo tanto, la actividad de la telomerasa es 

específica del tejido y depende de la proliferación celular, como se ha observado 

ampliamente en diversas especies, tales como; Nicotiana tabacum, Glycine max, Daucus 

carota, Brassica oleracea, Zea mays y Hordeum vulgare (Fitzgerald et al., 1999; Killian et 

al., 1998; Fajkus et al., 1996). 
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Figura 3.10.- Ensayo de actividad de telomerasa convencional de 
a) hoja media, basal y central, b) las diferentes regiones de la hoja; 
apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa (EB); ensayo 
de actividad de telomerasa cuantitativo de las diferentes regiones 
de la hoja; apical interna (IA), basal interna (IB) y basal externa 
(EB). 

Sin embargo, en Nicotiana tabacum (Heller-Uszynska et al. 2002, Oguchi et al., 2004), 

han determinado que hay tres copias del gen TERT y que la expresión de cada una de las 

copias del gen durante el desarrollo modifica la telomerasa actividad (Jurečková et al., 

2017). En el caso de A. tequilana, se ha observado preliminarmente con análisis 

trascriptómicos, hibridación fluorescente in situ y en el ADNc la existencia probable de dos 

copias del gen (datos no mostrados). Además, hemos demostrado por caracterización 

morfológica e histológica en hojas de A. tequilana de 2 años, no hay aumento en el 

tamaño de la planta ni un aumento significativo en la actividad en comparación con las 

plantas de un año (De la Torre Espinosa - Z et al., 2020) revelando que puede ser una 

etapa estacionaria de crecimiento durante su desarrollo. La falta de correlación entre la 

expresión de TERT y la actividad de la telomerasa en el meristemo puede explicarse ya 

sea por la expresión de un gen variante que regula la actividad de la telomerasa positiva o 

negativa o TERT tiene actividades no teloméricas que participan en otros eventos 
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celulares como; proliferación o alargamiento celular. Del mismo modo, otra posibilidad de 

no correlación entre la expresión del gen TERT y la actividad de la telomerasa puede 

incluir modificaciones postraduccionales ya que la fosforilación o desfosforilación del 

complejo de telomerasa también puede modificar su actividad. 

3.4. CONCLUSIÓN: 

En este trabajo, realizamos que la caracterización de TERT se realizó en A. tequilana, 

para evaluar si la expresión de TERT se correlaciona con la actividad específica del tejido 

en plantas de dos años; Para esto, utilizamos la biblioteca de transcriptoma de A. 

tequilana (datos no publicados de Ávila de Dios) representada en TPM y análisis 

cuantitativo de la actividad de telomerasa qTRAP. Observamos en este trabajo que la 

secuencia de consenso presenta todos los dominios específicos de la subunidad TERT. 

Además, encontramos que en la predicción in silico del modelo estructural de TERT de A. 

tequilana, presenta el anillo TERT característico de los modelos cristalizados de estado 

activo de telomerasa en Tetrahymena thermophila, Homo sapiens, T. Castenum, algunas 

anotaciones biológicas entretenidas fueron observados, tales como; Los metales pesados 

Mg +2, NUC y CH1 están presentes en las polimerasas o transcripciones inversas de otros 

ARN, y finalmente vemos que no hay correlación entre la expresión de TERT en TPM y la 

actividad de telomerasa en tejido meristemático de dos años. 

, 
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CAPITULO IV  

DISCUSIÓN GENERAL  

En este trabajo se realizó el análisis morfológico y actividad de la telomerasa durante el 

periodo vegetativo en el desarrollo de la hoja de A. tequilana, encontrando que la 

actividad de la telomerasa se relaciona mas con las actividades celulares que involucra un 

desarrollo correcto de órganos y tejidos. En este sentido, para la actividad de la 

telomerasa se ha reportado con anterioridad que la telomerasa es dependiente de la 

proliferación celular, pero hasta el momento, en plantas, no se había elucidado cual es el 

papel de la telomerasa en los procesos de la proliferación celular. Nosotros observamos 

que la actividad de la telomerasa incrementa cuando hay elongación celular en células del 

mesófilo y haces vasculares, formación de haces vasculares y diferenciación celular. En 

mamíferos, se ha demostrado que la pérdida de función de TERT además de modificar la 

talla de las células, provoca cambios en la composición tisular del tejido, así mismo, 

también se ha demostrado que la ausencia de telomerasa suprime la capacidad 

proliferativa en células de la epidermis de ratón, lo que provoca un acortamiento 

telomérico afectando el crecimiento del cabello. Estos estudios demuestran que la 

longitud telomérica y la actividad de la telomerasa son necesarios para el correcto 

desarrollo de los tejidos, pero también muestra que la actividad de la telomerasa esta 

relacionada con las actividades proliferativas independientemente del mantenimiento 

telomérico, esto se demostrado en hTERT donde se observa que regula 

aproximadamente 300 genes, incluidos los genes implicados en la regulación de la 

proliferación y diferenciación celular (Majerská et al., 2011). Además, se ha descubierto 

que la telomerasa puede promover el crecimiento descontrolado de las células 

cancerosas, a través de la interacción de las vías involucradas en la regulación del ciclo 

celular, por ejemplo, el factor pRB (Serrano et al., 1993). Además, en las células de 

mamíferos, la sobreexpresión de TERT causa hiperplasia en el tejido cardíaco 

(alargamiento en los tejidos), lo que sigue que hay una participación de la telomerasa en 

los procesos de alargamiento celular (Oh et al., 2001). En plantas, todavía no se tiene 

muy claro cual es la participación de la telomerasa en los procesos de proliferación 

celular, sin embargo, con este estudio se genera un antecedente durante el desarrollo de 

la hoja de A. tequilana, que muestra que la actividad de la telomerasa puede estar 
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relacionada con los procesos de proliferación celular independientemente del 

mantenimiento celular.   

La caracterización de AteqTERT mostró que la sub-unidad es conservada entre el orden 

Asparagales; como se ha reportado previamente por Sykorova et al 2003 (Fajkus et al., 

2008). En este estudio, se realizo la caracterización in silico de la sub – unidad TERT, 

observamos que la secuencia de TERT presenta tres de loa cuatro dominios principales 

denominados: NTE,  TRBD, y RT con un tamaño de 1175 aminoácidos. El diseño de 

anticuerpos y el aislamiento de la subunidad por medio de técnicas de biología molecular 

nos podrían dar información acerca de cómo se lleva acabo la regulación de la actividad 

de la enzima, pero también nos permite conocer cuales son las interacciones de TERT 

con otras proteínas durante el desarrollo. Durante el análisis de la representatividad de 

TERT en la biblioteca transciptómica de A. tequilana, observamos que en tejido de 

meristemo la representatividad de TERT no se correlaciona con la actividad de la 

telomerasa. En otros trabajos, en monocotiledóneas han mostrado que la actividad de la 

telomerasa se encuentra regulada durante su desarrollo. Sin embargo, la expresion del 

gen TERT en etapas de desarrollo estacionario, la expresión del gen, no se correlacióna 

con la actividad de telomerasa obtenida, sugiriendo que la amplia diversidad de variantes 

del gen por splacing alternativo pueden estar participando en la regulación positiva o 

negativa del gen (Oguchi et al., 2004). Asi mismo, observaron altos niveles de expresion 

del gen TERT en tejidos con alta división celular, por lo tanto tambien sugieren que el gen 

puede estar participando en actividades celulares, independientemente del mantenimiento 

telomerico. Asi mismo, Nicotiana tabacum (Oguchi et al., 2004;Heller-Uszynska et al. 

2002), han determinado que existen tres copias del gen de TERT y la expresion de cada 

copia del gen durante el desarrollo y modifica la actividad de la telomerasa (Jurečková et 

al., 2017). Para A. tequilana, durante el aislamiento del Exon 9 y el Exon 10 hemos 

observado que probablemente tenemos dos copias del gen que al igual que  Nicotiana 

tabacum pude que la expresion de estos puedan estar modificando la activiad tejido 

específica. Lo interesante de este trabajo es que nostros estamos observando que la 

actividad de la telomerasa se relcióna con las actividades celulares, lo que nos hace 

pensar en como sera su regulación genetica y sus interacciones con otros genes durante 

su periodo de creciemiento que dan como resultado la actividad observada.  
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Sin duda, la identificación de TERT en el extracto nuclear y la determinación de la 

expresión cuantitativa por RT-PCR y tiempo real, nos ayudara a entender; cuanta 

cantidad de proteína esta presente en el extracto, que porcentaje es activo y cuanto se 

expresa, y como se regula la actividad de la telomerasa durante el desarrollo. 
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CONCLUSIÓN GENERAL  

En conclusión, la actividad de la telomerasa en hojas de A.tequilana durante su desarrollo 

tiene dos funciones importantes; 1.- contibuye al mantenimiento de la longitud telomerica, 

para proporcionar estabilidad genomica durante el desarrollo y 2.- participa en las 

actividades de la proliferación celular, de esta manera se mantiene la división, elongación 

y diferenciación celular activos y así se lograr el correcto crecimiento del tejido.  

La expresion de TERT no se correlacióna con la actividad obteida en tejidos de dos años 

probablemente por que este siendo regulada a nivel trascripcional o pos-traduccional de 

forma tejido específica.  

PERSPECTIVAS 

 Indentificación de TERT en extractos nucleares y totales, para determinar 

concentración de proteína. 

 Expresión del gen TERT tejido específica durante el desarrollo de A. tequilana 

 Determinar el numero de copias del gen y en caso de haber mas de una determiar 

la expresión de sus variantes. 

 Aislamiento del gen completo de TERT para el estidio de cada una de sus 

regiónes, para la identificación de sitos de unión a proteína e iniciar con el estudio 

de la regulación, rio arriba o rio abajo en la señalización con otras proteínas 

involucradas en el desarrollo, que nos permita identificar el papel de la telomerasa 

en los procesos de proliferación celular, en el ciclo celular, elongación, división y 

diferenciación  celular. 

 Estudio de las señalizaciónes moleculares que estan involucrados en el correcto 

desarrollo y crecimiento de organos y tejido.  

 Analisis en cada una de las fases de desarrollo de A. tequilana, para enteder los 

procesos que llevan a la senescencia en plantas. 
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