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efectos que desaparecen al mejorar el intercambio gaseoso de los
recipientes de cultivo.

La produccion de etileno esta asociada con una baja regeneraciéon o con un
comportamiento recalcitrante del material de cultivo (Chi & Pua, 2005)
Dentro del género Capsicum se observé un fendémeno en algunos brotes de
Capsicum annuum que crecieron 2 cm o mas, fue la abscision foliar, la cual
les impedia sobrevivir en condiciones en invernadero. El etileno ha sido
relacionado con la abscision, autores como Beyer, 1976; Reid, 1990;
Salisbury &Ross, 1994, mencionan que la simple presencia de este gas
causa fenébmenos como éste, por lo que se ha empleado inhibidores como
el i6n Ag" que puede interfererir con su incorporacion a los sitios receptores
(Beyer, 1979), efecto que se ha observado en otros cultivos in vitro como
maiz (Zea mays), Nicotiana plumbaginifolia, trigo (Triticum aestivum) y
casava (Manihot esculenta) (Purnhauser et al,, 1987; Vain et al., 1989;
Zhang et al., 2001), indicando que después de agregar AgNO; al medio de
crecimiento, se evitdé por completo la abscision foliar, lo que permite suponer
que efectivamente el etileno esta involucrado en la pérdida de las hojas de
las plantas regeneradas.

Se ha reportado el empleo del método de despliegue diferencial de genes
para estudios de expresién en diferentes modelos para estudiar la respuesta
de las plantas cultivadas bajo condiciones de estrés. El ataque de
patogenos, la presencia de moléculas quimicas como Jasmonato de Metilo
(JaMe), Etileno y el acido salicilico, estos son algunos de los ejemplos en
los que el despliegue diferencial (DD) ha sido utilizado con la finalidad de
identificar genes que se inducen o se reprimen durante esta interaccion;
ademas, permite visualizar qué genes se sobrexpresan y cuéles no sufren
cambio en sus niveles de expresion.

En este estudio nos proponemos utilizar Ia técnica del despliegue diferencial
de genes, para caracterizar molecularmente el fenémeno que se presenta
durante el cultivo in vitro de esta especie en presencia de etileno y
determinar si existen genes que se expresan diferencialmente bajo éstas
condiciones de cultivo.
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1.2.2 Organogénesis

El término organogénesis aplicado al cultivo in vitro de tejidos vegetales se
refiere a la formacién de novo de érganos en los explantes cuitivados. Entre
los 6rganos que se pueden formar estan las raices o los llamados brotes
adventicios, los cuales son estructuras muy similares a una yema y tienen la
capacidad de originar una nueva planta después de elongarse y formar
raices. El fenédmeno de la organogénesis in vitro se basa en la llamada
totipotencialidad celular.

La organogénesis puede ser directa, cuando tiene lugar en el explante
original, o bien indirecta cuando primeramente se origina tejido calloso
(masa amorfa de células poco diferenciadas y de rapida proliferacion) y
luego se originan los rganos a partir de éste. Aln cuando la organogénesis
in vitro es un proceso muy utilizado en la actualidad, incluso con fines
comerciales para la propagacion de plantas, es muy poco lo que se sabe
acerca de los fendmenos fisioloégicos, bioquimicos y genéticos que la hacen
posible. De manera general, se sabe que bajo las condiciones adecuadas,
ciertas células dentro de un explante comienzan a dividirse cambiando su
estado de diferenciaciéon y dando lugar a regiones llamadas meristemoides,
que son las que posteriormente daran origen a una planta completa (Pérez-
Molphe-Balch et. al., 1999).

1.2.3 Utilizacion de las técnicas de cultivo de tejidos en plantas

El cultivo in vitro ha sido por afios una herramienta utilizada para la
conservacién y propagacion de especies importantes agrondémica vy
forestalmente (hablando de especies en peligro de extincién o que tardan
muchos afos en reproducirse), por lo que actualmente sigue siendo de
especial interés su uso. Entre las especies vegetales propagadas por CTV,
se encuentran la zanahoria, papa, alfalfa, chile, etc.

Un fenémeno presente en algunas especies es la lamada recalcitrancia, en
chile (Capsicum spp.), un producto agricola de gran demanda. No obstante,
existe el riesgo de una pérdida irreversible de este recurso genético a causa
de fendmenos meteoroldgicos, la introduccion de nuevos materiales,
contaminacion fisica y genética de la semilla, la falta de tecnologias
adecuadas para conservarla, la recalcitrancia propia de la especie (Canto-
Flick, 2005). El término recalcitrante (Del lat. recalcitrans, -antis), definido
por el diccionario de la Real Academia Espaiiola como adj. Terco, reacio,
reincidente, obstinado, aferrado a wuna opinibn o conducta
(http://buscon.rae.es/drael/, lunes 15 de Enero 2007), en el cultivo in vitro es
aplicado al tejido que no procede o desarrolla su caracteristica de
totipotencialidad de forma normatl.













El etileno parece ser producido esencialmente por todas las partes vivas de
las plantas superiores, y la tasa varia con el érgano, tejido especifico, su
estado de crecimiento y desarrollo. Las tasas de sintesis varian desde
rangos muy bajos (0.04-0.05 ul/kg-hr) en “blueberries” (Vaccinium sp.) a
extremadamente elevadas (3.400 uplL/kg-hr) en flores devanecientes de
orquideas Vanda. El etileno se aplica como gas en ambientes cerrados o en
forma liquida como pulverizaciones de Etefén que al ponerse en contacto
con la planta libera etileno.

1.2.5.2 Modo de accion

Su modo de accion se da principalmente porque: Se une a receptores del
tipo proteico que reconocen moléculas pequenas de doble ligadura, deber
ser una metalproteina que contiene Cu o Zn, sus receptores son
principalmente dos (ETR y ERS) uno formado por dos elementos: un sensor
y otro de respuesta (ETR) y otro con solo el elemento sensor (ERS),
ademas actuan en la traduccién y amplificacién de la senal de la hormona,
cuando el etileno se une a sus receptores, se desencadenan las reacciones
que llevan a la respuesta al etileno y en general se observa un aumento en
la sintesis de enzimas.

Algunos de sus efectos fisioldgicos incluyen la maduracion de frutos,
senescencia de érganos, epinastia, hipertrofias, exudacion de resinas, latex
y gomas, promocién o inhibicion de los cultivos de callos in vitro, inhibicion
de la embriogénesis somatica, apertura del gancho plumular, induccion de
raices, inhibicién del crecimiento longitudinal e incremento del didmetro
caulinar. Entre los efectos del Etileno, estad que promueve la maduracion de
frutos en tomate y otras frutas climatéricas. Plantas silvestres de
Arabidopsis thaliana tratada con etileno muestran una inhibicién dramatica
de expansién celular. Plantulas expuestas a etileno muestran la lamada
triple respuesta: exageracidn en la curvatura del meristemo apical,
engrosamiento del hipocotilo y enanismo. Tratamiento con etileno causa
una mayor produccién de raices adventicias.
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El sitio de unién contiene un cofactor de cobre que se requiere para la alta
afinidad de la unién del etileno al receptor (Rodriguez et al., 1999). El
receptor de etileno ETR1; en Arabidopsis thaliana es un dimero de 2
proteinas integrales de membrana, con actividad histidina kinasa y
capacidad autofosforilante.

La union del etileno a su receptor induce su autofosforilacion a nivel de
residuos de histidina y luego transferencia de estos fosfatos hacia residuos
de aspartato. El receptor asi activado inicia una cascada de sefializaciones
hacia otras proteinas efectoras (cascada del tipo MAP Kinasa, con destino
final a nivel del ADN).

La unién del etileno al receptor da como resultado la inactivacion de un
regulador negativo CTR1 (que se hallaba inhibiendo a la proteina
transmembranal EIN2) por lo que ia proteina EIN2 cobra actividad,
funcionando como un canal de iones (probablemente iones Ca*?), lo que se
traduce en una posterior activacion del factor de transcripcion EIN3, que
actda a nivel genémico induciendo la expresion genética de proteinas
efectoras (Soberén, 2007).

1.3.2 Genes relacionados con el etileno

Existen diversos genes que se relacionan con la presencia de Etileno.
Algunos de los genes reportados que tienen relaciéon con la presencia de
Etileno, son los enunciados en el siguiente cuadro:

Cuadro 1.1. Genes relacionados ~~n el Etileno.

Proteina Especie Referencia
S-adenosumetionina  Arabidopsis thaliana Kim et al., 1994
sintasa
ACC sintasa Lycopersicum esculentum Liu et al., 1993
Glycine max Lincoln et al., 1993
Cucumis melo Diallinas & Kanelli, 1994
ACC oxidasa Cucumis melo Diallinas & Kanelli, 1994
Sn1 and Sn2 Capsicum annuum Pozueta-Romero et al.,
1995
LEA-like protein Lycopersicum esculentum Zegzouti H. et al., 1997
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1.3.5 Analisis de la expresion génica diferencial

Existen diferentes técnica empleadas para el analisis diferencial de la
expresiéon génica, entre las que podemos mencionar el despliegue
diferencial (DD) de ARNs. Este fue reportado por primera vez por Liang y
Pardee en 1992, y se ha utilizado para amplificar transcritos de baja
abundancia por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). De
manera estadistica se ha comprobado que con una combinacién de entre
80 y 120 cebadores especificos es suficiente para cubrir toda la poblacion
de transcritos de la célula (Liang, 1993). Esta técnica posee las siguientes
ventajas sobre otras técnicas similares: estd basada en un método simple
que ya esta establecido, no se requiere informacién bioquimica sobre las
proteinas, pueden ser comparadas simultaneamente mas de dos muestras,
y solamente se requiere una pequefia cantidad de muestra.

En los uitimos 10 aios, esta técnica ha sido utilizada con el fin de aislar
genes de plantas que estan involucrados en eventos fisioldgicos,
transduccion de sefiales, respuesta a estrés y metabolismo secundario.

Esta constituida por una combinaciéon de tres técnicas de uso frecuente en
biologia molecular, la cual es acompafiada por una de visualizacién en la
expresion de patrones entre dos 0 mas muestras (Liang, 1992). Requiere la
transcripcion reversa de un ARN poliadenilado (poly-A), que dependiendo
del método no siempre es necesario, ya que es posible utilizar ARN total
como muestra, la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
del trascrito de la cadena complementaria del ADN (ADNc) usando
cebadores del despliegue diferencial y geles de poliacrilamida para la
electroforesis. Para ello, las muestras de ARN son transcritas usando una
enzima transcriptasa inversa y un cebador oligo-dT para alinear con la cola
poly-A de los ARN mensajeros maduros (ARNm), los ADNc resuitantes son
usados como moldes en un PCR, utilizando un cebador de anclaje en
combinacién con un cebador arbitrario.

Debido a que las uniones de estos cebadores no son especificas, se utilizan
oligonucledtidos pequefios (10-13 pb), lo que lleva a una expresion de
varias especies de ADNc, las cuales pueden ser visualizadas fraccionando
los productos en un gel de poliacrilamida (Liang, 1997), es en este paso
donde es posible la comparacion entre dos condiciones, en funcion del
tamafio de las bandas, su presencia o ausencia, es decir su expresion
génica. Seguidamente es necesario cortar las bandas del gel, para su
posterior amplificacién y confirmacion de que realmente son diferenciales.
Es necesario su secuenciacion para conocer su identidad al comparar con
bancos de datos e identificar su posible funcion durante el proceso en
estudio. En el siguiente cuadro, se comparan la técnica del DD con otras
técnicas que pueden complementarla o sustituirla.
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1.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1.4.1 Hipotesis

Si fa acumulaciéon de etileno en los recipientes sin ventilacién influye en el
comportamiento de la especie Capsicum chinense Jacq. durante el cultivo in
vitro, entonces es de esperar que las plantulas cultivadas bajo estas
condiciones presenten modificaciones en el patrén de expresion génica.

1.4.2 Obijetivo general

Demostrar que el ambiente dentro del recipiente sin ventilacién modifica
diferencialmente la expresion de genes relacionados con el desarrollo de
plantulas in vitro.

1.4.3 Objetivos particulares
= Evaluar el contenido de etileno en recipientes sin ventilacién durante el
desarrollo in vitro de plantulas del chile Habanero.

« Evaluar los cambios en la expresion génica diferencial durante el
proceso de desarrollo in vitro de chile Habanero en recipientes sin
ventilacion (RSV) y en recipientes con ventilacion (RCV) utilizando la
técnica del Despliegue Diferencial de ARN,

» |dentificar y caracterizar la expresién de genes de chile Habanero.
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Estas semillas fueron desinfectadas siguiendo el protocolo reportado por
Santana-Buzzy et al. (2005) para esta especie. Para su germinacién in vitro
fueron colocadas en medio semisolido MS (Murashige and Skoog, 1962)
suplementado con 1.15 pM de acido giberélico (GA,).

Una vez germinadas fueron trasladadas a condiciones de fotoperiodo 16
horas-luz (40 pmol.m?s™) durante 5 dias. Una vez transcurrido este tiempo
se procedio6 a la diseccion de las plantulas en condiciones de asepsia. Para
todos los experimentos se emple6é medio de cultivo MS (Anexo 1), el medio
fue solidificado con 0.22% (w/v) de gelrite y ajustado a pH 5.7 antes de su
esterilizacion en autoclave a 1.5 Kgem™ de presion y 121 °C durante 15
minutos. Después de su diseccion, las plantulas fueron incubadas en
condiciones de luz continua (40 pmol.m?s™") a una temperatura de 25+2 °C.

2.3 EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO DE LAS PLANTULAS DE
CHILE HABANERO EN DIFERENTES CONDICIONES DE CULTIVO.

Con el objetivo de verificar la acumulacion del gas-regulador etileno dentro
de las magentas, y su efecto en el desarrollo de brotes y plantulas de chile
Habanero cultivados in vitro, se desarroll6 un experimento en el que se
utilizaron: a) Cajas magentas conteniendo brotes y con el intercambio
gaseoso con la atmoésfera exterior (RCV) a través de un orificio que se le
practico en la tapa, el cual fue cubierto con una esponja, a fin de evitar la
contaminacion del medio de cultivo (Fig. 2a), y b) Cajas magentas
conteniendo brotes de chile Habanero, sin que estos mantuvieran
intercambio gaseoso con el exterior (RSV) (Fig. 2b). En cada tratamiento
fueron utilizadas 4 cajas magentas, y en cada una fueron cultivados 4 brotes
de 0.5-1.0 cm de altura. Las muestras de gas fueron tomadas cada 4 dias
de cultivo, hasta los 40 dias de establecido el cultivo. Ademas del etileno
acumulado en interior del recipiente de cultivo, fue evaluado la altura de las
plantas, y el nimero de hojas desarrolladas. Fueron observadas ademas,
otras caracteristicas relacionadas con el desarrollo y calidad de las plantulas
durante el experimento (presencia o ausencia de raiz, vigor, color,
senesencia de las hojas, vitrificacion, flacidez y otras anormalidades del
crecimiento).

La respuesta de la plantula en presencia de inhibidores de Etileno, fue
evaluada empleando 300 uM de AgNO; (inhibidor de los receptores de
etileno) y 300 pM de CoCl; (inhibidor de la sintesis de etileno), (Fig. 2),
siguiendo la metodologia recomendada por Santana-Buzzy et al. (20086). La
composicion del medio de cultivo fue la misma que se utilizé en el
experimento anterior, excepto la adicién de los dos inhibidores evaluados.
Durante el experimento se tomaron muestras de gas del interior de cada
recipiente de cultivo cada cuatro dias y se evalud el comportamiento de las
plantas en los diferentes tratamientos realizados.

26












2.5.1.1 Cuantificacion y comprobacion de la integridad del ARN total

La cuantificacion del ARN total se realizd por espectrofotometria a una
longitud de onda de 260 nm con la férmula siguiente:

[ugde ARNmL"]= (DO, ) (40 yg de ARN mL™) (2 mL)
2L

Donde:

DO 260 nm= Lectura espectrofotométrica de la solucién de ARN a 260 nm
40 ug ARN-mL™'= Factor que relaciona la concentracion de una solucion de
ARN con su absorcioén a 260 nm, determinado empiricamente

2 mL= Volumen total de la celda

2 uL= Volumen de la alicuota de ARN evaluada

Para verificar la integridad del ARN, se fracciond una alicuota de éste
mediante electroforesis en un gel nativo de agarosa al 1.4%, este ARN se
mezcld con amortiguador de carga que contenia bromuro de etidio en
concentracién de 1 pg-mL™".

2.5.2 Sintesis de ADNc: transcripcion reversa del ARN

Para la sintesis de ADNc fue utilizada la enzima SuperScript™ 1l Reverse
Transcriptase (Invitrogen).

El procedimiento fue el siguiente: se mezclaron 1 pL de ARN (1 pgpL™), 1
yL de Oligo-dT, 1 yL de dNTP 10 uM y agua hasta un volumen final de 13
HL. La mezcla se incubé a 65 °C por 5 min y posteriormente se incubé en
hielo por 2 min. Seguidamente se le adiciond 4 pL del amortiguador 5X first
strand, 1 yL de DTT 0.1 M y 1 pL de la transcriptasa reversa y se incubé a
50 °C por 60 min, y a 70 °C por 15 min (para inactivar a la enzima).

A continuacién, para verificar la integridad fue fraccionada una alicuota en
un gel nativo de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (1 pgmb™).
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2.5.3 Fraccionamiento de las muestras de ADNc por electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Para el fraccionamiento de los ADNc amplificados se empleé un gel
desnaturalizante de acrilamida-bisacrilamida {poliacrilamida) al 6% (Anexo
7), antes del fraccionamiento el gel se precalenté 1 hora, el amortiguador
empleado fue TBE 1X (Anexo 4).

Las muestras se prepararon adicionandoles 1/3 del amortiguador de
formamida (Anexo 7), estas mezclas se incubaron a 94 °C por 4 min para su
desnaturalizaciéon y de esta se cargd 7 ylL en el gel. Asimismo se cargd una
mezcla de 2 pL de marcador de 1 Kb plus de la casa comercial Invitrogen +
4 plL de amortiguador de formamida, que igual que las muestras, se
desnaturalizé.

2.5.3.1 Tincion del gel de poliacrilamida

El protocolo empleado fue el de Promega Silver Sequence™ DNA como se
describe a continuaciéon: Una vez terminada la corrida, se separaron los
vidrios y el que tenia pegado el gel se colocé en una bandeja de plastico
(por seguridad), el cual contenia una solucion de acido acético al 10%. Se
agité durante 20 min para que el ADN se fije. Posteriormente se realizaron 3
lavados con agua destilada para la eliminacién de posibles residuos
quimicos no deseados, como lo recomienda el protocolo. Entre cambio y
cambio de agua, no se dejaron pasar mas de 10 seg. Inmediatamente
después, se colocd el gel en contacto con la solucién de plata y se agitd
durante 30 min. En este tiempo se preparo la solucién de revelado.

Posterior a los 30 min se retird [a solucién de plata de manera répida y se
dié un breve lavado con agua destilada fria por no mas de 10 segundos.
Seguidamente se colocd el gel en contacto con la solucién de revelado (fria
a 4 °C) con agitacion uniforme.

El tiempo de contacto fue hasta que las bandas se hicieron visibles. Una vez
alcanzado este tiempo, se detuvo la reaccion adicionando la solucién de
fijado antes utilizada. Ambas soluciones se retiraron, se dieron tres lavados
de 2 min con agua destilada cada uno, y posteriormente se dej6 secar el gel
a temperatura ambiente.
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T7 Transcription Start
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3. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
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SPB Transcription Start
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GTATA CCCT CTCGA GGGYT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGCGATTTA. .. &7
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Figura 2.4. Sitio multiple de clonacion del vector pGEM —T Easy de la casa
comercial PROMEGA.
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Figura 2.5. Mapa del plasmido pGEM-T-easy.
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actuando directamente sobre los receptores de etileno en la planta,
haciendo que esta no cense su presencia en el ambiente que la rodea.
Mientras que con la adicion de CoCl, en el medio de cultivo, se pudo
apreciar el efecto inhibidor de este compuesto, sobre |a sintesis de etileno,
sin que se registrara etileno en el recipiente hasta el dia 20. A partir de este
momento se observd un ligero incremento para alcanzar el dia 24, una
concentracién de etileno de 0.11 pLL". Este momento coincide con el
momento en el que se registro el pico maximo en recipientes sin ventilacion
(RSV) y sin inhibidores de etileno pero con una mayor concentraciéon de
etileno acumulada en el recipiente de cultivo (0.36 uLL™") (Fig. 3.1). Sin
embargo, a pesar de que los niveles de etileno dentro del recipiente de
cultivo se mantuvieron bajos cuando se aplicé CoCl,, las plantas mostraron
una apariencia clorética (Fig. 3.7b) y crecieron menos vigorosas que en
presencia de AgNO; o como cuando crecieron en recipientes ventilados.
Estos resultados corroboran lo planteado por Buddendorf and Woltering
(1994) quienes observaron el efecto inhibitorio del CoCl, sobre la
produccion de etileno. Segun Benson (2000), los efectos del etileno sobre la
inhibicion del crecimiento, se demuestran aplicando inhibidores que
interfieran con la produccion de la hormona;, como consecuencia, una
respuesta morfogenética favorable podra ser observada. Sin embargo,
estos efectos pueden variar dependiendo de la especie que se trate.

1.2
1 T
1

0.¢

0.€

de Etileno (puL/L)

04

0.2

Conteni

0 _
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36
Tiempo de cultivo (dias)

Figura 3.6. Comportamiento del contenido de etileno. El contenido de
etileno en la micro-atmésfera de los recipientes, en presencia de un
inhibidor de la sintesis de etileno (CoCl;) o de un inhibidor del receptor de
etileno (AgNQO;) fue medida por cromatografia. Las barras verticales
representan y £ ES (n=3).

42




































CLONA 101 E

Secuencia de nucleétidos (348 pb)

ATTAACCCTC
TGTGAGAAAC
TCGCTCACTA
TCAATGCTGC
CATAAGACTG
AGATGTTTGT
GCATATTTGA

ACTAAATGCT
AGGGAATATC
CTTTTGGCAG
TGGTGTCACT
AAACAATTCG
AAAGAGCACG
ATATGATGCT

GGGTGGATTG
TTATGAGTAT
ATATTCATGC
GGTAGACCTA
TACAAATGTT
GTTTACTGAT
GCACACCCAG

GTGGTCTGCT
GGAAGGGGAC
TGTGAAGCCT
ACGTTGATTG
GCTGGAACTC
GATGAATTTT
CATTTAGTGA

Secuencia deducida de aminoacidos (115 aa)

XPSLNAGWIG GLLGKLCEKQ GISYEYGRGR LEDRSLLLAD
NAAGVTGRPN VDWCESHKTE TIRTNVAGTL NLADVCKEHG
IFEYDAAHPA FSEGX

Cchinensel0
hypotheticalprotein(
rhannosesynthaselG.h

Consensus

Cchinensel0
hypothet.icalproteinl
rhannosesynthaselG.h

Consensus

Cchinensel0
hypotheticalproteinl
rhannosesynthaselG.h

Consensus

Cchinensel0
hypotheticalproteinl
rhannosesynthaselG.h

Consensus

261 290 300 310
I

320 330

AGGCAAACTG
GTCTAGAGGA
ACACATGTAT
GTGTGAGAGT
TAAACTTGGC
GCAACTGGTT
GGGTTAATA

THAVKPTHVF
LLMMNFATGC

351 360

| mmm—————

370 380

50STRASP
GTS~---f

421 450

491 510 520

380

470

530

410

420

dqn

550 560

Figura 3.16. Alineamiento de la secuencia de aminoécidos (aa) de la clona

10.1 E. La secuencia deducida de aminoacidos se alined con secuencias de

especies diferentes tanto de la misma familia como de otras. Los residuos
idénticos se muestran en rojo y los residuos conservados en azul,

La secuencia deducida de aminoacidos de la clona 10.1 tuvo una identidad

de mas del 90% con la secuencia de una proteina hipotética de Vitis
vinifera, de la cual se desconoce su funcién y con la secuencia de una
proteina denominada ramnosa sintasa, la cual esta involucrada en la
sintesis de ramnosa, un monosacarido componente estructural de la pared
celular (Showalter, 1993).
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CLONA6.1E

Secuencia nucleotidica (425 pb)

ATTAACCCTC
GATCACTGTT
AAGAAGCTCA
GAAGGAAGGA
AACACGGGTG
GTTAGTACGT
ATTCTGTCGG
ATGCAAAAAT
AAAAAGATAT

ACTAAATGCT
TTAGTAAATG
GCAAACTCTT
GACAAAAAAT
GAGGCTATCA
TCGAATAATA
GTGAATACAA
TCAAATTTAA
CACTCAGCAT

GGGTGGTTTT
ATGCGGAGAA
GAAATAGCGG
TGAGGCAAAT
ATCCGATTTC
AAAAGAAGTT
TCAAATACAA
AAATGAAATA
AATGA

GCTAGAATAG
GGGTAGTGAC
AGGCTAATGT
CTAGCTCTCC
ATAACTAGTT
CTCTTTCTAA
TCAAACAGAA
GAAAAGATAC

Secuencia deducida de aminoacidos (141 aa)

INPHXMLGGF ARIGNNEITV LVNDAEKGSD IDPQEAQQTL
EGR™”"KIEAN LALRRARTRV EAINPISXLV STTSXYVRII
ILSEC_YNQIQ SNRSQFXCKN SNLKMKXKRY KIKKKDITQH N

I I--ommmms- e I--mmmm - I-—--mmmm- I-~-mm—- I
ATTAACCCTCACTAAATGCTGGGTGGTTTTGCTAGAATAGGCAATAATGAGATCACTGTT 60
I N P W I TV 20
TTAC ...AR : A¢ 1. AACTCTT 120
L VN D Q T L 40
GAAATAGCGGAGGCTAATGTGAAAAAGGCTGAAGGAAGGAGACAAAAAAT ™™~ GGCAAAT 180
E I A E ANV KI KA AEGT RT RTUG QI KTI A N 60
CTAGCTCTCCGACGAGCTAGAACACGGGTGGAGGCTATCAATCCGATTTCATAACTAGTT 240
L AL RRARTR RVYVEA BAWTINTPTISIXTLV 80
AGTACGACTAGTTAGTACGTTCGAATAATAAAAAGAAGTTCTCTTTCTAATCCTATTTAG 300
§ T TS X YV RITI KR RSSUL SNZPTI X 100
ATTCTGTCGGGTGAATACAATCAAATACAATCAAACAGAAGCCAATTCTGATGCAAAAAT 360
I L $ @ E Y NQIQS8NURJSSGQTPFXCX KN 120
TCAAATTTAAARATGAAATAGAAAAGATACAAAATCAAARAAAAAGATATCACTCAGCAT 420
§ N L K RK~X K R Y K I K KK D I T @ H 140
AATGA 425
N 141

Figura 3.18. Analisis de la secuencia deducida de aa de la clona 6.1 E. La
secuencia deducida de aa se muestra en negritas. Enmarcada y en negritas
se destaca una secuencia que podria corresponder a la sefal de
poliadenilacién (ATGAAA). Los dos nucleétidos del sitio de inicio de la
poliadenilacién se muestran subrayados y en negritas (CA). Para fines

GCAATAATGA
ATTGATCCAC
GAAAAAGGCT
GACGAGCTAG
AGTACGACTA
TCCTATTTAG
GCCAATTCTG
AAAATCAAAA

EIAEANVKKA
KRSSLSNPIX

ilustrativos, se muestra un tramo de la cola de poliadenilacion.
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los efectos adversos sobre el crecimiento y el desarrollo favorece la
hipétesis de que el etileno podria ser el causante directo de estas
anomalias.

Segundo, la adicion de cloruro de cobalto (CoCl,), un inhibidor de la
altima enzima en la ruta biosintética del etileno (la ACC oxidasa) no
favorecio el desarrollo de las plantulas en los RSV, observandose la
aparicion de clorosis y abscision en las plantulas. Este efecto podria
contradecir la propuesta de que el etileno es el causante de los
problemas de desarrollo in vitro pues al bloquear su sintesis deberia
esperarse la ausencia de sintomas adversos. No obstante, debe
mencionarse que etileno si pudo detectarse en este tipo de recipientes
de cultivo, lo que podria sugerir que el inhibidor no funciond
eficientemente bajo las condiciones experimentales empleadas, 0 que en
el modelo de estudio que se empled puede existir una ruta de sintesis
diferente.

Por otro lado, se aplic6 una metodologia para la deteccién de la
expresion génica diferencial, el despliegue diferencial de ARNs, el RNA-
DD (por sus siglas en ingles, “RNA Differential Display”). Esta ha sido la
técnica mas utilizada en los afos recientes, ofreciendo la posibilidad de
encontrar diferencias sutiles de la induccién, en la represién o ain de
pequenos cambios en los patrones de expresion génica. No obstante, en
el presente proyecto se pudo constatar la necesidad de conocer el
genoma de las especies para poder aplicar mejor las metodologias
moleculares. A pesar de ello, se logré identificar genes que participan en
diferentes aspectos del metabolismo y genes que aun cuando son
desconocidos, su relacion con el proceso de crecimiento in vitro ofrece
informacion importante cuya contribucion podra ser relevante para el
entendimiento molecular de estos procesos, una vez que se conozca la
funcién de las proteinas que codifican.
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ANEXO 2. Protocolo de tratamiento con DNasa | (AMBION™)

1.- Agregar a la pastilla ya resuspendida 0.1 volumen del amortiguador 10X
de la DNasa | y 1 L de la enzima DNasa | (2 unidades).

2.- Mezclar suavemente e incubar a 37 °C por 20-30 min.

3.- Posteriormente agregar 0.1 volumen del reactivo de inactivacion de la
DNasa.

4.- Mezclar en incubar el tubo 2 min a temperatura ambiente.
5.- Centrifugar por 1-2 min a 13,000 rpm a 4 °C.

ANEXO 3. Medios de cultivo para bacterias (Sambrook and Russell,
2001)

LB liquido (1000 mL de medio): 20 g de medio LB en polvo, mezclar
perfectamente y esterilizar en autoclave.

LB/Amp (1000 mL de medio): 20 g de LB en polvo, 15 g de agar, esterilizar
en autoclave y cuando la temperatura del medio sea de 40 °C agregar
ampicilina hasta una concentracién final de 100 ug/mL.

Para LB (1000 mL de medio) sino se cuenta con el reactivo: 10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl. Ajustar el pH a 7 con
NaOH y esterilizar en autoclave.

Medio PS! broth (1000 mL de medio): 5 g de Extracto de levadura, 20 g de
Triptona y 5 g de Sulfato de magnesio, esterilizar en autoclave.

Medio TFB | (200 mL de medio): 0.588 g acetato de potasio (30 mM), 2.42 g
cloruro de rubidio (100mM; pH 5.8), 0.294 g cloruro de calcio (10 mM), 2 g
cloruro de magnesio (50 mM) y 30 mL glicerol (15% v/v). Esterilizar en
autoclave.

NOTA: Ajustar el pH a 5.8 con acido acético diluido.

Medio TFB Il (100 mL de medio): 0.21 g MOPS (10 mM pH 6.5), 1.1 g
cloruro de calcio (75 mM), 0.121 g cloruro de rubidio (10 mM) y 15 mL
glicerol (15% viv). Esterilizar en autoclave.
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ANEXO 6. Preparacion de gel nativo de agarosa

Se utiliza por cada 100 mL de amortiguador TAE 1X 1 g de agarosa, la
agarosa grado Biologia molecular es pesada en un papel y puesta en un
frasco de 250 mL.

Se agrega el amortiguador TAE 1X, medido con una probeta graduada y se
mezcla perfectamente la agarosa, posteriormente se pesa el frasco.

La mezcla es calentada por un minuto en un horno de microondas para
fundir los grumos y el frasco es pesado de nuevo, si el peso no es el mismo
que el que se obtuvo antes de calentar se le coloca agua destilada hasta
obtener el peso inicial para conservar la concentracion del amortiguador.

Posteriormente se le agrega bromuro de etidio para una concentracion final
de 1 pgmL". La mezcla se coloca en el molde de la bandeja de
electroforesis, el cual debe estar bien nivelado. Se le coloca el peine para la
formacion de los pozos y se deja gelificar por aproximadamente 20 min.

Ya gelificado, se transfiere el molde a la camara de electroforesis, la cual es
entonces llenada con suficiente amortiguador TAE 1X para cubrir
ligeramente el gel y se retira el peine.

Con esto, el gel esta listo para ser cargado con la muestra que se desea
analizar. Antes de cargar las muestras, dibujar un esquema para poder
identificar las muestras posteriormente. Fraccionar a 90 Volts.

NOTA: Cuando la muestra a analizar es ARN, todos los reactivos y la
camara misma seran tratados para la eliminaciéon de RNasas y evitar con
esto la degradacion de la muestra. Esto se logra lavando la camara, las
cajas que contendran las puntas y el frasco que contendra al amortiguador,
con hidroxido de sodio y posteriormente con agua con DEPC.
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ANEXO 9. Preparacion de células competentes usando cloruro de
rubidio (variacién de la técnica publicada en Cohen, 1972)

1.- Inocular 1 mL de bacteria E. coli DH-5a crecidas toda la noche en medio
PSI broth a 37 °C con agitacion en 100 mL del mismo medio con las mismas
condiciones de incubacién y monitorear a una DO= 550 nm hasta que este
alcance los una A: 0.48 (aprox. en 3 hrs).

2.- En dos tubos estériles de polipropileno colocar a cada uno 50 mL de las
células que ya llegaron a los 0.48 e incubar por 15 min en hielo.

3.- Recuperar las células centrifugando 5 min a 5000 rpm a 4 °C.

4 .- Eliminar el medio por decantacion y adicionar al péllet de células 20 mL
de TFB |, por cada uno de los tubos para resuspenderlas y posteriormente
incubar en hielo por 15 min.

5.- Centrifugar nuevamente 5 min a 5000 rpm a 4 °C.

6.- Decantar el sobrenadante y resuspender el péllet de células en 2 mL de
TFB |l para cada uno de los tubos, dejar en hielo e inmediatamente después
alicuotar de 50 pL en tubos eppendorf, congelar en Nitrégeno liquido y
almacenar a -80 °C.

ANEXO 10. Transformaciéon por choque térmico (modificacién del
método citado en Sambrook and Russell, 2001)

1.- Descongelar a las células competentes (bacteria E. coli DH-5a) en hielo.
2.-Anadir 1L de la reaccion de ligacion a 50 pL de células competentes.
3.-Incubar en hielo durante 40 min.

4.-Incubar a 42 °C durante 2-3 min.

5.-Transferir a hielo e incubar por 10 min.

6.- Agregar 900 pL de medio LB e incubar por 3 horas a 37 °C.

7.-Antes que concluya la hora de incubacion se preparan las placas de
cultivo, esto anadiendo 20 pL de X-gal y esparciendolo perfectamente.

8.- Concluida la incubacion se plaquea la 100 pL de muestra y se incuban a
37 °C de 12 a 16 horas.

9.- Las colonias blancas son picadas y crecidas en 3 mL de medio LB
liquido toda la noche a 37 °C para posteriormente realizar la extraccion del
ADN plasmidico.
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