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RESUMEN

La guayaba es un fruto climatérico perteneciente a la familia Myrtaceae. Su
presencia en el mercado ha ido en aumento pues es un fruto apreciado por su agradable
sabor y bondades nutricionales. Entre los principales problemas relacionados con su
comercializacion, se tiene el de las pérdidas por sobremaduracién. La maduracién de los
frutos climatéricos es un proceso que involucra cambios en los que etileno es un factor
importante, como el aumento en la respiracion del fruto, la concentracion de azlcares, el
ablandamiento, entre otros. El etileno es una fitohormonasintetizada por dos enzimas clave,
la ACCsintasayACCoxidasa, que regulala expresion de otros genes relacionados con la
maduracion como las a-expansinas y las endoglucanasas que modifican la pared
celularproduciendo el ablandamiento del fruto. El estudio de estos genes son el objeto de
estudio de este trabajo. La construccion de bancos gendémicos de guayaba permitio la
identificacion y aislamiento de clonas gendmicas. La identificacion de estos genes se
realizd mediante la técnica de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR), aplicada tanto a
los bancos generados como al ADN nuclear. El aislamiento de clonas positivas de estos
genes se realizd por medio de minipreparaciones (miniprep) y PCR. El tamafio de los
insertos se determind por digestién doble con endonucleasas de restriccion del plasmido
purificado. EI analisis tipo SouthernBlot para cada gen en los cuatro bancos generados
reveld que estos genes estan presentes en al menos una copia en cada uno de los bancos
gendmicos de guayaba.



INDICE

AGRADECIMIENTOS. ... e, [
DEDIC AT ORI A . i
ABREVIATURAS .. e i
RESUMEN . ... 1\
INDICE . ... e v
1. INTRODUCCION. ..ot 1
2. ANTECEDENTES. ... 4
2.1 LA GUAY AB A . o s 4
2.1.1. Clasificacion TaXxonOmiCa...........c.ccoeeviiiiiiiiiiiiiiiiieinaa 4
2.1.2. Descripcion Morfoldgica..........coooiveiiiiiiii 4
2.1.3. Fisiologia. . .....c.oveii 5
2.1 4, IMPOITANCIA. ....viei e 5
2.1.5. Pérdidas postcosecha............ccooiviiiiiiiii i 6
2.2. EL PROCESO DE LA MADURACION.........coviiiiiiiiiiie, 6
23. BN ENO........................ . 7
2.4 FRUTOS CLIMATERICOS Y NO CLIMATERICOS..................... 8
2.5. GENES DE ACC SINTASA, ACC OXIDASA, ALFA EXPANSINA
Y ENDOGLUCANASA RELACIONADOS CON LA
MADURACION. ...ttt 9
2.5.1  ACC SINTASA. ...ttt 9
2.5.2. ACC OXIBSA. ...ttt e, 10
2.5.3. Alfa-eXPansingas. .........oiniirii e 11
2.5.4. ENdoglucanasas. ..........cooviiiiiiie e 12
2.6. HERRAMIENTAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA
MANIPULACION Y ANALISISDE ADN..........oeiiiiiiieiiiiieee e, 12
2.6.1. Digestion ENZIMALICA ..........c.oviiiiiiii e, 12
2.6.2. Electroforesis de Acidos Nucleicos en gel de Agarosa.............. 13
2.6.3. Clonacion Molecular.............ccoooiiiiiiiii e 13



2.6.4. Transformacion Genética Bacteriana............ooooeeeeeeiiiiinnn... 15

2.6.5. BaANCO GENOMICO. ...ttt e, 16
2.6.6. Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)........................ 17
2.6.7. Mapa de RestriCCiON...........coviiiiiii e 18
2.6.8. Analisis tipo Southernblot....................coooiii 18
2.6.9. Secuenciacion de Acidos NUCIEICOS. ..........oveeniieeieiiiin, 18
3. JUSTIFICACION. ..., 19
3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO . ....eoit e 19
3.2.0B8BELIVOS. ...t eeen e . . 19
3.2.1. OBIETIVO GENERAL.....ooi i 19
3.2.2. OBIJETIVOS PARTICULARES. ..., 19
4, METODOLOGIA ..o 21
4.1 MATERIALES Y METODOS. ... oo, 21
4.1.1. Material Vegetal..............oiiiiiiii 21
4.1.2. Material biolGgico............oooviiiii 21
4.1.3. EXtracCion de ADN . ... 21

4.2. CONSTRUCCION DEL BANCO GENOMICO DE GUAYABA..... 23

4.2.1. Fraccionamiento del Banco para ligacion ........................... 23
4.2.2. Purificacion de Fragmentos............ocoviviiiiiiiiiiiiiiieee, 24
4.2.3. Reparacion de Extremos y Ligacion en el Vector de Clonacion . 24
A28, LIQACION ..ottt 24
4.2.5. Transformacion Genética Bacteriana....................ocoeevevnn.n. 25
4.2.6. Titulacion del Banco GENOMICO............covvvinininiiiiininne 26
4.2.7. Andlisis por Restriccion delos BancosGendmicos.................. 26

4.3.AMPLIFICACION DE LOS GENES DE INTERES MEDIANTE LA REACCION

EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)................ 27
4.3.1. Sintesis de Oligonucledtidos. .............ooviiiiiiiiiiie 27
4.3.2. Condiciones de Amplificacion.....................coooii. 28
4.3.3. EleCTrOfOreSIS. .. vt 28
4.3.4. Secuenciacion y Analisis Bioinformatico.............................. 28

Vi



4.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CLONAS GENOMICAS
EN EL BANCO GENOMICO DE GUAYABA...........oeeeiiiieeeei, 28

4.5. ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT DE LOS BANCOS

GENOMICOS. ..o, 29
45.1. Tratamientodel gel............ooii i 29
45.2. Transferenciaamembrana...........coooeeoiiiiiii i 29
453, HIDrIdaCioN. ... e 30

. RESUL T AD S . ..o 31

5.1. EXTRACCION DE ADN NUCLEAR. ..o, 31

5.2. BANCOS GENOMICOS DE GUAYABA . ..., 31
5.2.1. Titulacion de oS BanCoS. ........veveeeeeee e, 31
5.2.2. Analisis por Restriccion de los Bancos Genomicos................. 32

5.3. OBTENCION DE PRODUCTOS DE PCR DE LOS GENES
ACC SINTASA, ACC OXIDASA, ALFA EXPANSINA'Y

ENDOGLUCANAS A . .. e, 33
5.3.1. Analisis del Banco Genomico por PCR.................c.ocoiinnenl. 33
5.3.2. Secuenciacion y Analisis Bioinformatico............................. 35

5.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CLONAS GENOMICAS. 36

5.5. ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT EN BANCO GENOMICO..... 38

B. DISCUSION ..ot 40
7. CONCLUSIONES.......c.iiiotiot oo 44
8. APENDICE ..ot 45
9. GLOSARIO ..o 48
10. BIBLIOGRAFIA ..., 52

Vil



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



1. INTRODUCCION

El guayabo pertenece a la familia Myrtaceae (Mirtaceas), al género Psidium L., y a la
especie Psidium guajava L. (ITIS, 2009). Es un arbol perennifolio de 3 a 10 metros de
altura de tallo corto y retorcido con un ciclo vegetativo de 6 a 8 meses. El sistema radical es
superficial, extenso y numeroso. Las hojas son de color verde claro a oscuro, ovales,
oblongas y oblongas-elipticas de bordes lisos, base obtusa y apice acuminado. Las flores
son hermafroditas y pedicelares, pueden presentarse en grupos de dos a tres flores con
cuatro o cinco pétalos ovalados de color blanco. El fruto es una baya esférica globulosa
elipsoidal o periforme, de color amarillo-verdoso o amarillo-claro en su madurez cuyo
tamafio difiere segun la variedad. Su pulpa, de color blanco-amarillento, rosado, amarillo, o
naranja. Las semillas pueden ser, triangulares, reniformes, pétreas, comprimidas, de color
blanco, amarillo claro o café amarillento (Mata, 1990).

La guayaba nace en América y se distribuye practicamente en todas las areas
tropicales y subtropicales del mundo. Su origen se ubica en un area comprendida entre
México y Pert y fue domesticada hace mas de 2000 afios. EI primer registro de la presencia
del guayabo ocurre en Haiti en 1526 y se debe al historiador espafiol Gonzalo Fernandez de
Oviedo y Valdez quien llama al arbol “guayabo” y a su fruto "guayaba manzana". Los
nombres comunes varian desde xalxocotl en México y araca-iba para el arbol y araca-
guaca en Brasil y guajava o guajavo en Per(, para el fruto (Gurrola et al., 1992).

El cultivo de la guayaba se distribuye en varios estados de la republica mexicana,
siendo la region de Calvillo, en Aguascalientes, uno de los sitios de produccion mas
importantes, ya que su cultivo representa el 30% de la superficie plantada a nivel nacional
(SIAP, 2010). La presencia de la guayaba en el mercado ha ido creciendo en los ultimos
afios lo que ha generado la necesidad de un estudio mas detenido sobre su cultivo,
produccidn, procesado, manipulacién y logistica de transporte y mercadeo, y, sobre todo, el
problema de la sobremaduracién, que incide en las pérdidas post-cosecha. Estas pérdidas,
que se estiman entre el 15 y hasta el 50 por ciento de la produccion, propician que el precio
del producto permanezca alto por el déficit de suministros al mercado. Estas pérdidas
impactan en el medio ambiente favoreciendo el cambio climatico, ya que en la alimentos
que no se consumen, se utiliza tierra, agua, mano de obra y recursos no renovables, como
fertilizantes y energia (FAO, 2011).

La maduracién es un proceso que involucra muchos cambios en el fruto
estrechamente relacionados. Estos ocurren en varias de sus caracteristicas, como en el
color, que implican una transicion de los cloroplastos en cromoplastos; en el sabor, que
ocurren como un incremento en la concentracion de azlcares, principalmente fructosa y
glucosa y en la textura del fruto, debidos a modificaciones en la pared celular (Srivastava,
2002). En muchos de los cambios mencionados la participacion del etileno (C,Hj) es
fundamental. Este gas hidrocarbonado de baja densidad, es mas ligero que el aire, es
inflamable y facilmente oxidable, y es conocido como la hormona de la maduracion de
frutos. Su papel de elemento activo dentro del proceso de maduracion fue descubierto en



1901, por el ruso Dimitry Neljubow en Petrogrado, Rusia, que observd el fendbmeno que
luego se conoceria como “triple respuesta” (Srivastava, 2002).

La sintesis del etileno es inducida por el desarrollo del fruto. Las enzimas
fundamentales en este proceso son ACC sintasa y ACC oxidasa. La primera convierte la S-
Adenosil metionina en &cido carboxilico 1-aminociclopropano (ACC). Es miembro del
grupo de las enzimas PLP-dependientes (requieren de fosfato de piridoxal como cofactor).
En su estructura terciaria, el monémero de la enzima contiene 2 dominios: afo central
compuesto por siete hojas beta y nueve alfa hélices, y af que consiste en 5 hojas beta y 5
alfa hélices. Esté codificada por miembros de una familia multigénica divergente que esta
regulada diferencialmente en respuesta a diversos factores quimicos del desarrollo y
ambientales (Taiz & Zeiger, 2002). Ha sido estudiada en las familias: solanaceae,
cucurbitaceae, brassicaceae, rosaceae, leguminaseae, musaceae, rutaceae, graminae y en
varias especies de plantas ornamentales (Jakubowicz y Sadowski, 2002). Arabidopsis
thaliana y Lycopersicon esculentum son las especies mejor caracterizadas. La segunda
cataliza el paso final de la oxidacion de ACC a etileno requiriendo Fe++ y ascorbato como
cofactores en presencia de luz y oxigeno y por ello pertenece a la familia de las oxigenasas.
Se ha estudiado en tomate, meldn, kiwi y manzana.

Por otra parte, el etileno promueve la expresion de otros genes como los de las a-
expansinas y las endoglucanasas que son enzimas que modifican la pared celular. Las o-
expansinas rompen los puentes de hidrégeno de las cadenas de polisacaridos presentes en la
pared durante la maduracion del fruto (Taiz & Zeiger, 2002). Es una proteina conformada
por dos dominios, un amino-terminal con secuencia similar a la familia 45 de las
endoglucanasas (EG45-like region) y un carboxi-terminal que hipotéticamente es un
dominio de enlace de polisacaridos (Sampedro et al., 2006). Se han identificado y aislado
expansinas de diferentes plantas y su expresion depende de las caracteristicas del tejido
(Taiz & Zeiger, 2002). Las endo-p-1-4-glucanasas juegan un papel importante en el
ablandamiento de los frutos ya que hidrolizan al azar los enlaces 1,4-p-D glucosidicos de la
celulosa. Pertenecen a una familia multigénica que estd dividida en tres grupos, o, B y 0.
Los genes del grupo a, han sido identificados en tomate, pera, durazno y fresa (Amita et al.,
2008).

Las herramientas utilizadas para el desarrollo del trabajo pertenecen al campo de la
biologia molecular y fueron las siguientes: a) Digestion Enzimatica, parte medular de la
tecnologia del ADN recombinante, en donde se utilizan enzimas de restriccion para
reconocer y cortar secuencias especificas de ADN, utilizadas posteriormente en la
construccion de genotecas, b) Electroforesis de Acidos Nucleicos en gel de Agarosa, para la
separacion de biomoléculas de diferente tamafio, en virtud de su migracion diferencial en
un campo eléctrico a través de un gel de agarosa (una forma sumamente pura de un
polisacarido de galactosa). Para observar los diferentes fragmentos de ADN se tifieron con
bromuro de etidio, que es un colorante fluorescente cuando se ilumina con radiacion
ultravioleta (Smith, y Wood, 1998), c¢) Clonacion Molecular, para clonar pequefios
fragmentos de ADN, llamados vectores que seran insertados en una célula hospedera cuya
maquinaria de replicacion se encarga de propagar la molécula recombinante. Con esta
técnica se generan multiples copias de una secuencia de ADN. Los vectores de clonacion
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pueden ser plasmidos, fagos, cosmidos, fasmidos, y cromosomas artificiales. Los plasmidos
son moléculas circulares de ADN extracromosémico que Se encuentran en especies
bacterianas y que se pueden replicar de manera independiente del ADN cromosomico. La
mayoria de los pldsmidos usados en biologia molecular contienen el sitio de clonacion
multiple dentro el gen de la B-galactosidasa (Galvan et al., 2009). Los fagos son virus que
infectan especificamente bacterias y estadn constituidos por una cubierta proteica que
contiene su material genético. Entre los mas estudiados, se tiene el fago lambda (A) y el
fago M13 que contiene ADN de una sola cadena y se replica sin matar a su hospedero
(Yilun Wang et al, 2003). Los césmidos son vectores hibridos que combinan las
caracteristicas de los plasmidos y del fago (Sambrook and Russel, 2001). Tienen la
habilidad del plasmido para replicarse de manera autonoma y la capacidad de
empaquetamiento in vitro del cromosoma de A y son capaces de insertar fragmentos de
ADN de 35 a 45 kb (Gomez, 2004). Los fasmidos son vectores que combinan las
caracteristicas de un fago M13 y un plasmido, por tanto estan constituidos por el origen de
replicacion de ambos. Con estos vectores el ADN es empaquetado en viriones por lo que
puede aislarse con facilidad para su uso en la secuenciacion. Los cromosomas artificiales se
desarrollaron para clonar segmentos grandes. En particular, los YAC (Yeast artificial
chromosomes), son moléculas de ADN que son capaces de contener insertos de 200 a 500
kb, los BAC (Bacterial artificial chromosones) que tienen capacidad para insertos de 300
kb (Sambrook and Russel, 2001). Los BACs se han convertido en los vectores mas
frecuentemente utilizados para la preparacion of librerias genomicas (Dhillon et al., 2007).

Un banco genomico es un conjunto de fragmentos de ADN clonado. Para su
construccion se usaron vectores plasmidicos procurando que el tamafio de los fragmentos
clonados fuera adecuados para contener secuencias reguladoras y facilitar su discriminacion
al realizar un mapa de restriccion. Seidman (1991) menciona que para cubrir este aspecto es
necesario minimizar el nimero de clonas, y maximizar la eficiencia de clonacion utilizando
vectores como los basados en el bacteriofago A. Las librerias gendmicas pueden ser
amplificadas, replicando cada clona existente en el mismo. Los tiempos de duplicacion de
las bacterias que conforman el banco pueden variar dependiendo del tipo de vector y del
inserto. Se debe tomar en cuenta que, con la amplificacion, algunos genes pueden estar
pobremente representados (Seidman, 1991). En las librerias gendmicas casi siempre los
escrutinios se realizan por hibridacion, usando una sonda radioactiva de acido nucleico
(Klug et al., 2006). La identificacidn y aislamiento de clonas dentro de un banco genémico,
se lleva a cabo mediante sondas, que son secuencias marcadas de ADN o ARN, y que son
complementarias a una parte de una secuencia clonada. Las sondas pueden provenir de
diversas fuentes, el Gnico requisito es que se generen de regiones conservadas (Klug et al.,
2006).



2. ANTECEDENTES
2.1. LA GUAYABA
2.1.1. Clasificacion Taxonémica

La guayaba (Psidium guajava L.) pertenece al Reino Plantae (plantas), Subreino
Tracheobionta (plantas vasculares), Division Magnoliophyta (plantas con flores), Clase
Magnoliopsida (dicotiledoneas), Subclase Rosidae, Orden Myrtales, Familia Myrtaceae
(Mirtaceas), Género Psidium L., Especie Psidium guajava L. (ITIS, 2009).

2.1.2. Descripcion Morfoldgica

El guayabo es un arbol bajo o arbusto arborescente de 3 a 10 metros de altura, su tallo
es corto y retorcido y ramifica libremente cerca del suelo. Su color varia entre verde
cremoso, café verdoso, café ligero y café oscuro rojizo, con capas de corteza (corcho) que
se desprenden anualmente. EIl sistema radical del guayabo es muy superficial (0-40 cm),
extenso y numeroso, aunque el tamafio de las raices no es constante ya que varia segun el
tipo de suelo y la disponibilidad de humedad. Las hojas son de color verde claro a oscuro,
ovales, oblongas y oblongas-elipticas de bordes lisos, de 3 a 6.5 cm de ancho y de 5 a 15
cm de longitud, de base obtusa y apice acuminado. Las flores son hermafroditas y
pedicelares, nacen en las axilas de las ramas en crecimiento, pueden presentarse en grupos
de dos a tres flores, por lo general solitarias, y poseen de cuatro a cinco pétalos ovalados de
color blanco. El fruto es una baya esférica globulosa elipsoidal o periforme, cuyo tamafio
difiere segun la variedad. Color amarillo-verdoso o amarillo-claro en su madurez; puede ser
averrugada o lisa brillante, densamente punteada y con un peso de 30 a 225 gr con
dimensiones de 5 a 12 cm de largo, y de 5 a 7 cm de ancho, de cascara delgada con muchas
semillas o gruesa con pocas semillas, pulpa de color blanco-amarillento, rosado, amarillo, o
naranja; de sabor al madurar de dulce a ligeramente acido y algo almizclado y en cuanto a
aroma, de moderado a fuerte muy agradable. Las semillas son pequefias, triangulares,
reniformes, pétreas, comprimidas, de color blanco, amarillo claro o café amarillento.

Algunas de las variedades criollas de este fruto son la Media China, La Labor,
Acaponeta, Criolla de Mascota, Calvillo, Coyame, Criolla de la Costa, entre otras, (Gurrola
et al., 1992). La variedad Media China se distingue por su forma ovoide, pulpa color
crema, un didmetro de 5 a 6 centimetros y un peso de 100 a 140 gramos en calidad "extra"
(Gonzalez et al., 2000). En el campo, los arboles son medianos, de copa redondeada y no
sobrepasan los 3m de altura a la edad de plena produccion (Castelan y Becerril, 2004).



2.1.3. Fisiologia

El guayabo es un arbol perennifolio, con un ciclo vegetativo de 6 a 8 meses, que
inicia con la brotacion de las ramas fructiferas y/o vegetativas; el tiempo que pasa de flor a
fruto es de 5 a 6 meses, el periodo de floracion es de 45 dias. Normalmente el guayabo
presenta dos ciclos de crecimiento, en septiembre y en febrero. En el primero, de octubre a
diciembre se poda y fertiliza, a partir de diciembre se comienza a regar para que la
brotacion vegetativa ocurra de diciembre a febrero, la floracion de febrero a abril, el
crecimiento del fruto se lleve a cabo de abril a julio y su maduracién de julio a octubre. En
el segundo ciclo la brotacion vegetativa se presenta de junio a julio, la floracion de agosto a
septiembre, el crecimiento del fruto de agosto a marzo y su maduracion de enero a abril
(Nava et al., 2004).

2.1.4. Importancia

El cultivo de la guayaba en Mexico se distribuye en 18 entidades federativas,
cubriendo 22,373.59 hectareas de cultivo. La mayoria se encuentra en los estados de
Michoacan, Aguascalientes y Zacatecas, mismos que aportan el 90% de la produccion
nacional con 20,104 hectareas cultivadas (SIAP, 2010). En el municipio de Calvillo, del
estado de Aguascalientes, este frutal ocupa 6,643 ha, lo que representa el 30% de la
superficie plantada a nivel nacional. La informacion para el 2009 indica un volumen de
produccion de 289,299.31 toneladas, con un valor de $ 950,066.65 (SIAP, 2010).

La cosecha de la guayaba se realiza en forma manual y se lleva cabo en la etapa de
madurez fisioldgica cuando el fruto esta completamente amarillo, aungque algunos cosechan
las guayabas cuando tienen un color verde limon, para facilitar el manejo de la fruta hacia
los centros de comercializacion. En promedio, una planta puede producir 100 frutos en el
primer afio y se va incrementando en forma gradual hasta el quinto afio, cuando alcanza los
500 frutos y asi se mantiene constante durante el resto de su vida, excepto cuando hay poda
de renovacion, ya que se reinicia el mismo ciclo. La fruta se debe cortar cuando esta
sazonada para que tenga mejor sabor y consistencia (SIAP, 2010). En la region productora
de Calvillo los sistemas de produccion son huertas con una extension promedio de 3
hectareas y densidades intermedias, es decir, 204 arboles/ha. La cosecha se realiza entre
los meses de septiembre a diciembre. El riego es por gravedad, de tipo encadenado y espina
de pescado. Dentro del proceso de mantenimiento del arbol, se llevan a cabo despuntes
anuales, con baja fertilizacion quimica y alta aplicacion de abono organico (Gonzalez et al.,
1997).

Algunos de los principales factores que limitan la productividad de las huertas son la
escasez y el uso ineficiente del agua de riego, el poco uso de fertilizante quimico, la
implementacion de podas inadecuadas, la presencia de plagas como el picudo de la guayaba
(complejo Conotrachelus spp.) moscas de la fruta (Anastrepha striata y A. ssp.), temolillo
(Cyclocephala lunulata), y problemas radiculares (problemas bidticos y dafios al sistema
radicular por manejo), peca (no identificado), Clavo (Coletotrichum spp. y Pestalotia) y
maleza, ademas de nematodos noduladores cuya interaccion redunda en bajo rendimiento
tanto en produccién, como en la calidad de la fruta (Gonzélez et al., 1997).
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2.1.5. Perdidas postcosecha

Las causas de las pérdidas post-cosecha son muy diversas. Entre ellas se puede
mencionar la recoleccion del fruto en un momento inadecuado del proceso de maduracion,
una exposicion excesiva a las condiciones climatologicas, ya sea a la lluvia, a la sequia 0 a
las temperaturas extremas, a la contaminacién por microorganismos y los dafos fisicos
provocados por el uso de herramientas o practicas inadecuadas en la manipulacion del fruto
durante la recoleccidn, las operaciones de carga, el empaquetado y el transporte asi como su
almacenamiento en instalaciones inadecuadas e inseguras. Las pérdidas post-cosecha
representan un problema en muchos paises. En particular, en los supermercados de paises
desarrollados, las frutas y hortalizas se clasifican de acuerdo a determinadas normas
comerciales y si el producto estd dafiado, marchito, verde, deforme o simplemente
antiestético, no se exhiben para su venta al publico; como no hay un mercado alternativo
para estos productos, generalmente van a dar a la basura.

Segun opinion de la FAO (FAO, 2011) muchas de las pérdidas podrian reducirse
considerablemente mediante una adecuada capacitacion para manejar los alimentos
cosechados de forma correcta ya que el transporte y la distribucion de frutas implica una
cadena logistica donde la preservacion del producto es el principal objetivo. En estos
procedimientos se debe tomar en cuenta la madurez del fruto y las condiciones de
temperatura del contenedor y del tiempo de transporte, entre otras. Una vez que el fruto se
encuentra en exhibicion, se deben tener las mejores condiciones para que el consumidor
Ileve a casa frutos de excelente calidad sin importar su origen. Es en esta etapa donde el
problema de la sobremaduracion, propicia que el fruto pierda varias de sus propiedades
importantes como textura, sabor e incluso olor. En consecuencia es necesario valorar el
proceso de la maduracidn, considerando sus fases y factores determinantes.

2.2. EL PROCESO DE LA MADURACION

La maduracién de los frutos es un proceso que involucra muchos cambios
estrechamente relacionados. Estos cambios ocurren principalmente en el color, en el sabor
y en el ablandamiento de los frutos. En el color, las modificaciones implican una transicion
de cloroplastos en cromoplastos ya que las membranas tilacoides y los pigmentos de la
clorofila se rompen y ocurre una acumulacion progresiva de nuevos pigmentos
carotenoides en los plastidios. Asi, por ejemplo, en el tomate, se incluyen B-carotenos y
licopenos cuya sintesis es inducida por el etileno. Con respecto al sabor, los cambios
ocurren por un incremento en la concentracién de azlcares, ya sea por hidrolisis de almidon
dentro de la misma fruta, o porque la extrae de azlcares de otras partes de la planta como la
sacarosa que produce hexosas, principalmente fructosa y glucosa. El sabor caracteristico
del fruto lo proporcionan algunos acidos organicos cuando se combinan. Los taninos, y
varios compuestos fenolicos, proporcionan astringencia a los frutos inmaduros y tienen
influencia importante en el sabor y color del fruto maduro (Srivastava, 2002). El
ablandamiento del fruto durante la maduracion, incrementa la permeabilidad de la célula y
produce un incremento en la tasa de respiracion y en la sintesis de proteinas involucradas
en la pérdida de pared celular como las poligalacturonasas, celulasas, polifenoloxidasas,
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fosfolipasas y peroxidasas (Sinha, 2005). La pared celular es un entramado de fibras de
celulosa unidas a hemicelulosas, sustancias pécticas y algunas proteinas estructurales.
Ademas de actuar como barrera mecanica contra patdgenos, la pared celular también
participa en el crecimiento vegetativo, en la maduracion de los frutos y en la abscision de
organos de la planta por medio de su desensamblamiento (Real et al., 2004). Durante la
elongacion, la pared celular primaria pierde parte de su rigidez y se extiende por la presion
de turgencia. La entrada constante de agua permite que se incremente el volumen celular.
En este proceso intervienen hormonas vegetales, pero posiblemente, el factor determinante
del proceso es la activacion de las expansinas (Azcon-Bieto et al., 2008). Las expansinas
rompen los puentes de hidrogeno entre las microfibrillas de celulosa y la matriz adyacente
de polisacaridos. Es importante hacer notar que las células de la pared de frutos contienen
relativamente mas pectinas y menos hemicelulosas que otro tipo de paredes celulares, con
mas proporcion de lamela media de la pared primaria que otros oOrganos, asi que la
presencia de enzimas que degradan la pared celular no significa que las enzimas estan
implicadas en el proceso de la maduracion pero pueden representar una caracteristica
general que implica una pared celular metab6licamente activa.

2.3. EL ETILENO

El etileno (C;H,4) es un gas hidrocarbonado de baja densidad, mas ligero que el aire,
inflamable y facilmente oxidable, su peso molecular es de 28 Da y es conocido como la
hormona de la maduracion de frutos por lo que tiene profunda influencia en el desarrollo de
las plantas superiores. Su papel de elemento activo dentro del proceso de maduracion se
conoce desde 1901, cuando se observa la actividad del etileno en el fendbmeno que luego se
conoceria como “triple respuesta”, es decir: en plantulas etioladas de guisante, el etileno
reducia la elongacidn, engrosaba el hipocétilo y cambiaba la orientacion del desarrollo del
epicotilo, que crecia horizontalmente (Srivastava, 2002).

La sintesis del etileno es inducida por el desarrollo del fruto en un ciclo que se
desarrolla en plantas superiores donde el componente principal es el aminoacido metionina;
este ciclo comprende tres fases (Sinha, 2005).

1. El grupo adenosina (ej. adenina + ribosa) es donado a la metionina por medio de la
molécula de ATP, asi forma S-Adenosil metionina (SAM). Esta reaccion es catalizada por
la enzima metionina adenosiltransferasa.

2. La S-Adenosil metionina da lugar a 5 -metiltioadenosina (MTA) y al &cido
carboxilico 1-aminociclopropano (ACC) mediada por la enzima ACC sintasa que requiere
de fosfato de piridoxal (vitamina B6) como cofactor.

3. La ACC oxidasa cataliza el paso final de la oxidacion de ACC a etileno, requiere
de Fe++ y ascorbato como cofactores y la presencia de luz y oxigeno para que se lleve a
cabo la reaccion. Esto produce simultaneamente dioxido de carbono (CO,) y cianuro de
hidrégeno (HCN) que posteriormente se convertiran en acido formico y amoniaco.
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Figura 1. Biosintesis del etileno. Ciclo de Yang. (Tomado de Wikipedia)

La produccion de etileno es inducida en varias etapas del desarrollo del fruto,
incluyendo maduracién, germinacion de la semilla, senescencia de hojas y flores y la
abscision. También es inducida por factores externos, como la sequia, lesiones, elicitores,
tratamiento con auxinas e infecciones virales (Fong-Chin et al., 2006). A muy bajas
concentraciones, el etileno es activo, del orden de 1 ppm. Las plantas oxidan al etileno
hasta CO,, aunque la regulacion de su concentracion se lleva a cabo en la sintesis, mediante
el control de la ACC sintasa y la ACC oxidasa. Tiene la capacidad de controlar su propia
sintesis (autocatalisis), ya sea estimulandola o inhibiéndola. Ya que las enzimas
involucradas en su sintesis son termol&biles, ha sido necesario estudiar su funcién in vivo
(Zacarias y Lafuente, 2008).

2.4 FRUTOS CLIMATERICOS Y NO CLIMATERICOS

Segln su mecanismo de maduracién, los frutos se dividen en climatéricos y no
climatéricos. La maduracion en los frutos llamados “climatéricos” como la guayaba
(ademas de muchos otros como el platano, manzana, aguacate, etc.) ha sido muy estudiada,
basicamente porque incluye frutos muy comerciales. En estos productos, el etileno actla
como un inductor de muchos genes asociados a los cambios ocurridos en el fruto. Durante
este proceso ocurre una continua y masiva produccion de etileno lo que provoca un
dramético aumento en la tasa de respiracion, acompafado y aun precedido, por produccion
de C,H, seguido por la maduracion del fruto (Yi Yin Do et al., 2005). Se ha propuesto que
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la produccidn de etileno en frutos climatéricos esta regulada por dos sistemas de acuerdo a
las diferentes isoformas de ACC sintasa involucradas en los niveles de produccion de
etileno:

El sistema I, que es responsable de la produccién basal de etileno, presentando una
baja tasa de produccion en la fase preclimatérica con el fin de proveer cantidades
suficientes de etileno para la induccion del proceso de maduracion antes del aumento en la
respiracion, por lo tanto este sistema opera en los frutos preclimatéricos y es producido en
los tejidos vegetativos (Nakatsuka, et al., 1998). El sistema 11, en el que opera la biosintesis
autocatalitica con rapida produccion de etileno durante el proceso de maduracion. Se piensa
que los frutos climatéricos presentan diferentes genes de ACC oxidasa que participan en los
sistemas | y Il (Yi Yin Do et al., 2005). Luego de este proceso el fruto pierde turgencia,
aumenta su sensibilidad a los factores externos, pierde el control metabdlico e inicia su fase
de senescencia (Zacarias y Lafuente, 2008).

La maduracién en otro tipo de frutos, llamados no climatéricos (limon, fresa,
naranja), no ha sido tan ampliamente estudiada como en los climatéricos, sin embargo ya se
cuenta con informacion importante para algunos de ellos como la fresa, los citricos y la
uva. En el proceso de maduracién también se observan muchos de los cambios
mencionados: pérdida de clorofila y adquisicion de antocianinas, acumulacion de sacarosa,
hexosa y compuestos volatiles como alcoholes, aldehidos, y sus ésteres. En estos frutos no
se manifiesta una produccion significativa de etileno, y la maduracion no se ve afectada por
etileno exdgeno ni por inhibidores de biosintesis o de accion del etileno (Srivastava, 2002).

2.5. GENES DE ACC SINTASA, ACC OXIDASA, ALFA EXPANSINA'Y
ENDOGLUCANASA RELACIONADOS CON LA MADURACION

Los genes relacionados con la maduracion son muchos, sin embargo los que
codifican para la ACC sintasa y la ACC oxidasa se destacan ya que participan activamente
en la biosintesis del etileno, compuesto que a su vez promueve la expresion de otros genes
como los de las a-expansinas y las endoglucanasas que son enzimas que intervienen en las
modificaciones de la pared celular.

2.5.1. ACC sintasa

La ACC sintasa (1-aminociclopropano-1-carboxilato sintasa) es una enzima que
cataliza y limita la velocidad de biosintesis del etileno, regulando la conversion de SAM a
ACC. Lo que hace dificil su estudio quimico, es que se trata de una enzima citosélica
inestable, y, ademas, esta presente en muy pocas cantidades en el tejido vegetal (representa
el 0.0001% del total de proteinas de la maduracion en tomate) (Taiz & Zeiger, 2002).

La ACC sintasa esta compuesta por una cadena polipeptidica de 430 aminoacidos, es
homodimérica con sitios activos compartidos, similares a las aminotransferasas. Tanto su
secuencia como su estructura 3D ha sido determinada en especies como manzana y tomate.
Es miembro del grupo de las enzimas PLP-dependientes, o sea que requiere de fosfato de
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piridoxal como cofactor. En su estructura terciaria, el mondémero de la enzima contiene 2
dominios. Un dominio afa central compuesto por siete hojas beta, flanqueadas por nueve
alfa hélices, y un dominio aff que consiste de 5 hojas beta y 5 alfa hélices. En la forma
dimérica el extremo N-terminal de una de las cadenas interactla a través de 8 residuos con
el extremo carboxilo de la otra cadena (Srivastava, 2002). La ACC sintasa esta codificada
por miembros de una familia multigénica divergente que esta regulada diferencialmente en
respuesta a diversos factores quimicos, del desarrollo y ambientales entre los que se pueden
mencionar sequias e inundaciones (Taiz & Zeiger, 2002), por lo tanto la homologia entre
las ACC sintasas que son inducidas por un mismo factor en distintas plantas es mayor que
la existente entre las distintas ACC sintasas de una misma especie, esto es, las isoformas
presentan diferente papel segln el tejido y el tipo de célula donde se encuentren (Zacarias y
Lafuente, 2008).

Un gen tipico de ACC sintasa consta de cuatro exones y tres intrones. Sin embargo,
algunos carecen del primero o segundo intron o, como en las cucurbitaceas, puede aparecer
un cuarto intrén. De manera inusual, el largo intron 3 del gen Csi-ACS1 de citrus sinensis
contiene fragmentos homologos al ADN mitocondrial que puede sugerir el origen reciente
de intrones en los genes de ACC sintasa. EI hecho de que algunas secuencias de
aminoacidos de isoenzimas de ACS son mas similares a los de las otras especies que a los
miembros de la familia de la ACS en la misma especie, sugiere que el polimorfismo de la
ACS se presentd antes de la separacion de las especies. Por otra parte, la presencia de
isoenzimas de ACS de monocotiledoneas y dicotileddneas en una rama sugiere que
diferentes isoformas ya estaban presentes antes de la divergencia monocotiledoneas-
dicotileddéneas (Jakubowicz y Sadowski, 2002).

Los genes ACS de A. thaliana y tomate (Lycopersicon esculentum) son los mejor
caracterizados. La méas profundamente investigados son las de la familia solanaceae
(tomate, papa y tabaco), cucurbitaceas (meldn, calabaza, calabacin y pepino), brassicaceae
(Arabidopsis thaliana, brécoli y mostaza), rosaceae (manzana, pera Yy durazno),
leguminosas (frijol, chicharo y soya), musaceae (platano), rutaceae (citricos) y gramineae
(trigo y arroz) y de varias plantas ornamentales (Phalenopsis, Doritaneopsis, Dendrobium,
Cymbidium, Dianthus caryophyllus, Pelargonium hortorum y Petunia hybrida (Jakubowicz
y Sadowski, 2002).

2.5.2. ACC oxidasa

La ACC oxidasa (1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa) es una enzima
presente en los tejidos vegetales. La ACC oxidasa cataliza la Ultima etapa en la biosintesis
de etileno: la conversion de ACC a etileno. Las ACC oxidasas pertenecen a la superfamilia
Fe?*/ascorbato oxidasa, lo que implica que requieren Fe?* y ascorbato y necesita la
presencia de oxigeno para su actividad estimulada por CO, (Taiz & Zeiger, 2002).

La reaccidn se puede resumir como:
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F 2+
ACC + O, + Ascorbato e_,EtiIeno + CO, + HCN + Dihidroascorbato + 2 H,O

Los cDNAS de ACC oxidasa fueron aislados primeramente en tomate, para después
encontrarlos en melon, kiwi y manzana. Las ACC oxidasas estan codificadas por una
familia multigénica, por lo tanto estdn diferencialmente reguladas. A pesar de que en la
mayoria de los tejidos vegetales la actividad de ACC oxidasa es constitutiva, la sintesis de
la enzima y su actividad también son inducidas de forma especifica en determinados
procesos del desarrollo. Por ejemplo en algunos frutos climatéricos, la actividad ACC
oxidasa se incrementa antes que la de la ACC sintasa y es estimulada por etileno, lo que
indica que la regulacion de la ACC oxidasa constituye un mecanismo adicional de control
de la sintesis de etileno (Azcén-Bieto et al., 2008).

2.5.3. Alfa-expansinas

Las expansinas son proteinas relacionadas con la pérdida de la pared celular, catalizan
su extension y relajacion bajo reacciones dependientes de pH. Estas proteinas rompen los
puentes de hidrdégeno de las cadenas de polisacaridos presentes en la pared durante la
maduracion del fruto (Taiz & Zeiger, 2002). Tienen un péptido sefial que dirige a la enzima
al reticulo endoplasmico y al aparato de Golgi. Esta parte de la proteina es removida
cuando entra al reticulo endoplasmico. La proteina completa es de aproximadamente 25-27
kDa y estd conformada por dos dominios, un amino-terminal de 120 aminoacidos con una
similaridad estructural y de secuencia con la familia 45 de las endoglucanasas (EG45-like
region) y un dominio carboxi-terminal de 98 aminoacidos que hipotéticamente es un
dominio de enlace de polisacéridos (Sampedro et al., 2006).

Basados en las homologias de las secuencias, las expansinas estan clasificadas en
cuatro subgrupos, dos de los cuales son la o y B expansinas que comparten algunas
caracteristicas, incluyendo el péptido sefial en el grupo amino terminal asi como residuos
conservados de cisteina y triptofano. Sin embargo difieren en sus motivos N-de unién a
polisacaridos (glucosilacion). Los otros dos grupos son y y 0 expansinas las cuales son
proteinas mas cortas y muestran alta similaridad en la porcion amino terminal y en la
carboxilo terminal (Karaaslan & Hrazdina, 2009). Se han identificado y aislado expansinas
de diferentes plantas y su expresion depende de las caracteristicas del tejido, por lo tanto se
ha sugerido que trabajan de manera similar, pero en diferentes sitios de la pared celular
(Taiz & Zeiger, 2002). Las expansinas son activas desde 1 parte de proteina por 5000 partes
de pared celular en peso seco. Pueden requerir del estimulo de la giberilina para permitir la
elongacion de las células. Estudios sugieren que las expansinas pueden actuar en la
interfase entre celulosa y una o mas hemicelulosas (Taiz & Zeiger, 2002).
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2.5.4. Endoglucanasas

Las endo-B-1-4-glucanasas (EGasas) pertenecen a una familia multigénica. Estan
divididas en tres grupos, a, B y 6 en plantas. Los miembros de a y B son de tipo secretor y
estan asociados con procesos tales como la maduracion del fruto, abscision y extension
celular. Los miembros de la subfamilia  poseen un dominio transmembranal que esta
involucrado en la biosintesis de celulosa. Las a-endoglucanasas juegan un importante papel
en el ablandamiento de los frutos (climatéricos y no climatéricos) durante la maduracion.
Estos genes han sido identificados en tomate, pera, durazno y fresa. El ablandamiento esta
asociado con el incremento de transcriptos de EGasas y el aumento de su actividad, aunque
esta actividad varia de fruto en fruto (Amita et al., 2008).

Las glucanasas son enzimas del complejo celulosa que han sido agrupadas en tres
componentes:

e Endo-p-glucanasas o 1,4-B-D-glucan glucanohidrolasas

e Ex0-B-glucanasas o 1,4- B-D-glucan celobiohidrolasas

e 3-glucosidasas o celobiasas.

De esta familia, las endo-p-glucanasas, hidrolizan al azar los enlaces |,4-B-D
glucosidicos del interior de la region amorfa de la celulosa, produciendo nuevos sitios de
atague complementados por las exoglucanasas. Como resultado se presenta una rapida
disminucion en el largo de las cadenas de celulosa y un lento incremento en los grupos
reductores (Vilches, 1993). Las endoglucanasas estan codificadas por una familia de genes
y su regulacion es especifica del tipo de tejido y la etapa del desarrollo de la planta (Real et
al., 2004).

2.6. HERRAMIENTAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA LA
MANIPULACION Y ANALISIS DE ADN

El campo de la biologia molecular comprende, de manera primordial, la estructura, la
funcién y la composicién de moléculas bioldgicas. Las herramientas propias de esta
disciplina permiten el desarrollo de un trabajo fascinante enfocado a la identificacion y el
aislamiento de genes concretos, de entre los miles de genes presentes en un genoma
determinado, para lograr un conocimiento de las relaciones e interacciones en los sistemas
celulares. Para el aislamiento y la identificacion de genes se realizan muchas y muy
diversas herramientas y técnicas, y, aunque frecuentemente aparecen nuevos enfoques, se
pueden mencionar las siguientes herramientas:

2.6.1 Digestion Enzimatica
Este proceso se realiza mediante enzimas de restriccion (endonucleasas) y constituye

la parte medular de la tecnologia del ADN recombinante. Estas enzimas reconocen y cortan
al ADN en secuencias especificas (4-8 pb) llamadas sitios de restriccion. Esta técnica
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permite cortar el ADN de una manera predecible y reproducible (Dhillon et al., 2007).
Tomando en cuenta que los sitios de restriccion se distribuyen al azar en el ADN, las
enzimas de restriccion para 6 pb pueden generar fragmentos de 4.1 kb en promedio y para 4
pb fragmentos de 0.26 kb. Las enzimas de restriccion pueden utilizarse para hidrolisis
parcial y no total, lo que permite cortar el ADN gendémico en fragmentos utiles para
construir genotecas. Las enzimas de restriccion tienen sus propias condiciones de uso,
definidas por la temperatura y la fuerza iénica del medio de reaccion. Una unidad de
enzima de restriccion corta 1ug de ADN del fago lambda a 37 °C (Etienne, 2001). La
nomenclatura de las endonucleasas se refiere a la bacteria de la que se extrae segun su
género y especie. El trabajo con enzimas de restriccion debe realizarse cuidando la pureza
del ADN, evitando el contacto con contaminantes como etanol, cloroformo, sal, etc., que
pueden inhibir la endonucleasa y cuidando las condiciones de temperatura y pH, ya que
estas enzimas son muy sensibles a estos factores. Ademas, es muy conveniente utilizar el
buffer adecuado para que la enzima trabaje en un ambiente 6ptimo.

2.6.2. Electroforesis de Acidos Nucleicos en gel de Agarosa

La electroforesis es el movimiento de particulas cargadas eléctricamente en un fluido
bajo la influencia de un campo eléctrico. Ya que muchos compuestos contienen una
determinada carga eléctrica, ya sea positiva 0 negativa, este procedimiento permite la
separacion de biomoléculas de diferente tamafio, en virtud de su migracion diferencial a
través de un gel a un campo eléctrico. Esta técnica fue introducida por el bioquimico sueco
Arne Tiselius como una técnica analitica. Por esta aportacion, Tiselius recibe el Premio
Nobel de quimica en 1948. (Encyclopedia Britannica, Science & Technology).

La electroforesis en gel se produce con agarosa, que es una forma sumamente pura
de un polisacarido de galactosa que se utiliza para elaborar las placas de agar, que
permanecen liquidas a temperaturas mayores de 50 °C. El gel se sumerge en un
amortiguador (buffer) y los fragmentos de ADN se cargan en un pozo de uno de los
extremos del gel. El tamafio de los fragmentos se puede determinar utilizando un marcador
con fragmentos de pesos moleculares conocidos. EI ADN, cargado negativamente, se
movera hacia el anodo (positivo). La matriz del polisacarido del gel retarda al ADN por un
proceso de tamizado, por lo que los fragmentos se separan segun su tamafio, y los
fragmentos pequefios se mueven méas rapidamente. Etos fragmentos se pueden observar al
tefiirlos con bromuro de etidio. Este colorante se fija al ADN y es fluorescente al iluminarlo
con radiacion ultravioleta (Smith, y Wood, 1998).

2.6.3. Clonacion Molecular

La clonacién molecular es una técnica utilizada para clonar secuencias de ADN
utilizando vectores, que también son pequefios fragmentos de ADN. Los vectores de
clonacion estan disefiados para permitir la recombinacion de ADN en un sitio de
restriccion, y llevan marcadores para seleccionar las células que se pretende incorporar.
Tienen la informacién necesaria para su replicacion, pero no son auto replicables, por lo
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que es necesario que se introduzcan en células huespedes (Gémez, 2004). Esta técnica
favorece la generacion de multiples copias de una secuencia de ADN colocada en un vector
que se introduce en una célula hospedera, cuya maquinaria de replicacion se encarga de
propagar la molécula recombinante. Los vectores de clonacion pueden ser clasificados de la
siguiente manera:

Plasmidos: los plasmidos son moléculas de ADN extracromosémico, circulares y
generalmente de tamafio pequefio que se encuentran en muchas especies bacterianas y que
se pueden replicar de manera independiente del ADN cromosémico. Para ser utilizado
como vector de clonacion, un plasmido ideal debe poseer al menos tres caracteristicas:

1) Debe tener su propio origen de replicacion y por tanto la capacidad de replicacion
autonoma independiente del genoma del hospedador.

2) Debe tener sitios de clonacion multiple que permitan la apertura del ADN con
enzimas de restriccion que hagan posible la clonacion de insertos de ADN en la forma y
orientacion determinada.

3) Debe poseer marcadores genéticos seleccionables que permitan aislar las células
hospedadores que contengan el vector. La presencia en el plasmido del gen de resistencia a
ampicilina permite seleccionar las bacterias que portan estos plasmidos gracias a su
capacidad para crecer en presencia de dicho antibiotico (el gen de resistencia codifica una
beta lactamasa, enzima que degrada la ampicilina).

La mayoria de los plasmidos usados en biologia molecular contienen el sitio de
clonaciéon multiple dentro el gen de la B-galactosidasa, lo que permite la interrupcion e
inactivacion de este gen cuando un ADN inserto se clona en esta region. En medios de
cultivo que tengan el anéalogo de la lactosa X-gal, se pueden distinguir las colonias de
bacterias que contienen el vector recombinante (con inserto) de aquellas que han recibido
un vector no recombinante (sin inserto). Las bacterias que reciben el vector recombinante
no pueden utilizar lactosa ni su analogo y formaran colonias blancas. Las bacterias que
reciben un vector no recombinante pueden utilizar la lactosa o su analogo y formaran
colonias azules (Galvan et al., 2009).

Fagos: Estos vectores de clonacién estan constituidos por una cubierta proteica que
contiene su material genético. Entre los fagos mas estudiados, se tiene el fago lambda (A)
del que se conoce la secuencia completa de nucleétidos y la funcién de sus genes. Estos
bacteriofagos son virus que infectan especificamente bacterias y su genoma es una
molécula de ADN de doble cadena de aproximadamente 50 kb de longitud (Yilun Wang et
al, 2003). También se tiene el fago M13 que contiene ADN de una sola cadena y se replica
sin matar a su hospedero, aunque para usarlo como vector de clonacion debe obtenerse de
células infectadas, donde existe en forma replicativa de dos cadenas (Gomez, 2004).

Cdsmidos: Los cosmidos son los mas antiguos de los vectores usados para el analisis
de genomas complejos. Son vectores hibridos que combinan las caracteristicas de los
plasmidos y del fago A, ya que son plasmidos convencionales que contienen una o dos
copias de pequenas regiones de fago A (Sambrook and Russel, 2001). Tienen la habilidad
del plasmido para replicarse de manera autonoma y la capacidad de empaquetamiento in
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vitro del cromosoma de A y son capaces de insertar fragmentos de ADN de 35 a 45 kb
(Gémez, 2004).

Fasmidos: Estos vectores combinan las caracteristicas de un fago M13 y un
plasmido, por tanto estan constituidos por el origen de replicacion de ambos. El origen del
fago es responsable de la replicacion y se generan copias monocatenarias. Este ADN es
empaquetado en viriones por lo que puede aislarse con facilidad y usarse en la
secuenciacion correspondiente.

Cromosomas artificiales: Los cromosomas artificiales se desarrollaron para clonar
segmentos grandes. Dentro de estos se pueden mencionar a los YAC (Yeast artificial
chromosomes), que son moléculas de ADN cuya arquitectura imita a la de los cromosomas
de levadura y son capaces de contener insertos de 200 a 500 kb, los BAC (Bacterial
artificial chromosones) que son moléculas circulares de ADN que transportan un marcador
resistente a los antibioticos y son derivados del factor F (factor de fertilidad) de 7 kb de E.
Coli y tienen capacidad para insertos de 300 kb (Sambrook and Russel, 2001). Los PAC
son equivalentes a los BAC y aunque tienen menor capacidad que los YAC, son menos
complejos y mas faciles de construir. Tienen un nimero bajo de copias, pero son estables y
relativamente faciles de trabajar. Los BACs se han convertido en los vectores mas
frecuentemente utilizados para la preparacion of librerias genémicas (Dhillon et al., 2007).

2.6.4. Transformacién Genética Bacteriana

Estas técnicas permiten la introduccion de moléculas de ADN recombinante en el
genoma de un organismo. Hay varios sistemas de trasformacion, entre los mas importantes
se pueden mencionar: electroporacion y choque térmico. En particular, la electroporacién
que fue la técnica utilizada para la construccién del banco gendémico, consiste en el
aumento significativo de la conductividad eléctrica, asi como de la permeabilidad de la
membrana plasmatica celular, causada por un campo eléctrico aplicado externamente.
Constituye una forma de introduccion de diferentes sustancias en células, como sondas
moleculares, farmacos que pueden cambiar las funciones celulares, o un fragmento de ADN
codificante, que puede ser un plasmido. El proceso es el siguiente: cuando el voltaje que
atraviesa una membrana plasmatica excede su rigidez dieléctrica se forman poros. Si la
fuerza del campo eléctrico o el tiempo de exposicion al mismo se eligen apropiadamente,
los poros formados por el pulso eléctrico se sellan tras un corto periodo, durante el cual los
compuestos extracelulares tienen la oportunidad de entrar a la célula. Sin embargo, una
exposicion excesiva de células vivas a campos eléctricos puede causar apoptosis 0 necrosis.
(Castro y Portelles, 1997).

Por su parte la transformacion con cloruro de calcio y choque térmico, consiste en
agregar plasmidos a las bacterias tratadas con CaCl, y someterlas a un ligero choque
térmico, tipicamente a 42 °C. Este tratamiento incrementa la permeabilidad de la membrana
celular y las moléculas de ADN se replican intactas en las células hospederas. Para ayudar a
las células bacterianas a recobrarse después del choque térmico, las células se incuban
brevemente en medios de cultivo no selectivo. A medida que las células se recuperan, se
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expresan los genes del plasmido y se segregan con la division de las células bacterianas.
Sin embargo, en virtud del bajo nimero de estas células, no se propagan en todas las
réplicas y es necesario seleccionar las que contienen el plasmido mediante una adecuada
seleccion de antibioticos. Las cepas de E. Coli son sensibles a los antibidticos comunes por
lo que son Utiles para seleccionar plasmidos cuyos genes sean resistentes a los antibioticos.
Si, por ejemplo, la transformacion se realiza en un medio que contiene ampicilina,
unicamente las bacterias que tienen el ADN del plasmido podran metabolizar la ampicilina
y formarén colonias que podran ser seleccionadas.

2.6.5. Banco Gendmico

La gran mayoria de este trabajo de investigacion recayo en la construccién y uso de
bancos gendmicos, mismos que se pueden definir como conjuntos de fragmentos de ADN
clonado, en los cuales se espera que se encuentre la mayor parte de secuencias constitutivas
de un genoma, incluyendo la que corresponde a un gen de interés (Alvarez et al., 2008).
Los fragmentos clonados deben ser de tamafio suficiente para contener secuencias
reguladoras, pero no deben ser muy grandes, ya que se dificultaria su discriminacion
cuando haya que realizar un mapa de restriccion. Seidman (1991) menciona dos estrategias
para cubrir este aspecto: a) minimizar el numero de clonas incorporando grandes
fragmentos de ADN gendémico y b) maximizar la eficiencia de clonacion utilizando
vectores como los basados en el bacteridéfago A.

Para la construccion de la genoteca se usan vectores génicos, que son moléculas
transportadoras de ADN que transfieren y replican fragmentos de ADN insertados en
huéspedes que generalmente suelen ser bacterias. Debido a su tamafio puede ser
diferenciado del material genético del huésped bacteriano por centrifugacion (Alvarez et
al., 2008). Es importante mencionar que para asegurar que el fragmento de interés se
encuentra en el banco gendmico, es necesario que el ADN diana se haya fragmentado
completamente al azar, antes de ser ligado al vector de clonacion (Seidman, 1991). Para
determinar la proporcién mas adecuada de inserto-vector se recomienda realizar ligaciones
a pequefa escala, comparando la cantidad de clonas obtenidas en cada evento de ligacion.
La Optima proporcion serd aquella en la que se haya generado un mayor nimero de
recombinantes (Seidman, 1991).

Después de la transformacion, las bibliotecas gendmicas pueden ser amplificadas
para su almacenamiento. La amplificacion de un banco gendémico implica replicar cada
clona existente en el mismo, por lo que puede usarse muchas veces para lograr aislar las
clonas de interés. Los tiempos de duplicacion de las bacterias que conforman el banco
pueden variar dependiendo del tipo de vector y del inserto. Esto se puede observar al cabo
de 16 horas de incubacién a 37 °C ya que el tamafio de las colonias puede verse afectado.
Debe tenerse en cuenta que, con la amplificacion, algunos genes pueden estar pobremente
representados debido al sobrecrecimiento de algunas colonias (Seidman, 1991). En las
librerias gendmicas casi siempre los escrutinios se realizan por hibridacion, usando una
sonda radioactiva de &cido nucleico (Klug et al., 2006). Para identificar y aislar clonas
dentro de un banco genémico, se usan las sondas. Una sonda es una secuencia de ADN o
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ARN que se ha marcado de alguna forma, y que es complementaria a una parte de una
secuencia clonada (gen de interés) presente en la genoteca. Las sondas pueden provenir de
diversas fuentes, el Unico requisito es que se generen de regiones conservadas (Klug et al.,
2006).

Una vez que se ha construido un banco gendémico, debe hacerse una valoracion de su
eficiencia. Esta validacion se realiza mediante un proceso de dos pasos: 1) se realiza un
experimento piloto con una pequefia alicuota del banco para detectar en gel de agarosa, la
presencia de insertos de varios tamafios. En un segundo paso, se hace un analisis mas
detallado con fragmentos purificados de ADN. Se visualizan los tamafios de los insertos y
se calcula su promedio. Un buen banco deberia incluir todas las secuencias de interés. Para
anticipar la posibilidad de aislar una determinada secuencia, se usa la siguiente expresion:

N = In(1-I/G)/In(1-P)

donde N es el numero de clonas independientes que deben ser escrutadas para aislar una
determinada secuencia con probabilidad P, | es el tamafio promedio del inserto (pb) y G es
una constante que depende del tamafio del genoma objetivo (pb).

2.6.6. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica permite la amplificacion selectiva de secuencias de ADN. La PCR es un
método in vitro de sintesis de ADN con el que un segmento particular de éste es
especificamente amplificado al ser delimitado por un par de oligonucleétidos que lo
flanquean. Su copiado se logra en forma exponencial a través de repetidos ciclos de
diferentes periodos y temperaturas de incubacién en presencia de una enzima ADN
polimerasa termoestable. La PCR es una técnica de biologia molecular altamente
especifica, rapida y sensible para detectar cantidades infimas de un cierto ADN especifico,
posibilitando su facil identificacion y prescindiendo del uso de radioisotopos,
indispensables antes de su invencién. (McPherson & Moller, 2000). Para realizar una PCR
se necesita mezclar la secuencia a amplificar, los oligonucleétidos que se alinearan a las
cadenas simples del ADN, la mezcla de los cuatro desoxiribonucledsidos trifosfatados
(dNTPs) en cantidades suficientes, el buffer de reaccion para la polimerasa, agua ultrapura
para completar el volumen final de reaccion (que normalmente oscila entre 20 y 100 pul), y
como ingrediente final, que es crucial para la reaccion, la enzima ADN polimerasa
termoestable (McPherson & Moller, 2000). La solucién amortiguadora para la reaccion
comunmente se emplea concentrada diez veces, y por lo general incluye Tris-HCI (pH=8.4
a temperatura ambiente), KCI, gelatina y MgCI2. Un ciclo de la PCR consiste de tres pasos:
desnaturalizacion, alineamiento y extension, mas una etapa previa de desnaturalizacion a
94°C, para relajar las posibles estructuras secundarias y de otros tipos (Rodriguez, 2004).
Se recomienda que este ciclo ser repita al menos 30 veces.
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2.6.7. Mapa de Restriccion

Esta técnica permite determinar el nimero, orden y distancia entre los sitios de corte
de una enzima de restriccién a lo largo de un segmento de ADN clonado. Generalmente los
mapas de restriccion de diferentes ADNs clonados son lo suficientemente diferentes para
servir de etiqueta de identificacién de una clona. Esto permite subclonar fragmentos de un
gen para comparar su organizacién interna con respecto de otras secuencias clonadas (Klug
et al., 2006).

2.6.8. Analisis tipo Southern blot

El Southern Blot es una técnica que se utiliza para estudiar la organizacion de los
genes dentro del genoma por medio del mapeo de los sitios de restriccion dentro o
alrededor de segmentos de ADN gendémico para el cual ciertas pruebas estan disponibles.
Primeramente, el ADN gendémico es digerido con una 0 mas enzimas de restriccion y los
fragmentos resultantes son separados de acuerdo a su tamafio por medio de electroforesis.
El ADN es entonces desnaturalizado in situ y transferido del gel a un soporte solido
(membrana de nylon o nitrocelulosa). EI ADN agregado a la membrana es hibridado con un
ADN o ARN u oligonucleétido marcado y las bandas complementarias con la sonda son
localizadas con un apropiado sistema de deteccion para estimar el tamafio y el nimero de
bandas generadas después de la digestion del ADN gendémico. De los métodos que se
utilizan para transferir fragmentos de ADN del gel de agarosa a un soporte sélido, se aplico
para el presente trabajo el de transferencia por capilaridad ascendente, que consiste en
llevar los fragmentos de ADN desde el gel en un flujo ascendente para depositarlos en la
superficie del soporte sélido. Los fragmentos pequefios de ADN (< 1 kb) son transferidos
en un gel al 0.7% en una hora, y los mayores a 15 kb se transfieren en un lapso de 18 horas
0 mas. Se utilizan aproximadamente 10 pg de ADN dispuestos en cada pozo cuando la
sonda es de tamafio estandar (> 500 pb) y de una alta actividad especifica (> 10° cpm/ug)
para detectar secuencias de una sola copia (Sambrook y Russell, 2001).

2.6.9. Secuenciacion de Acidos Nucleicos

Esta técnica representa una forma definitiva para caracterizar una clona. La
secuenciacion de ADN es un conjunto de métodos y técnicas bioguimicas para determinar
el orden de los nucleétidos (A, C, G y T) en una secuencia de &cidos nucleicos. La
secuencia de ADN constituye la informacion genética heredable del nucleo celular. Klug et
al., 2006).

18



3. JUSTIFICACION

El auge de las ciencias gendmicas ha impactado en la implementacion de
metodologias de andlisis cada vez més precisas y especificas. Sin embargo, el grado de
sofisticacion y complejidad que han alcanzado, ha hecho necesario un énfasis general en el
proceso de la investigacion. En particular, la caracterizacion de genes es una tarea que se ha
vuelto indispensable dentro de la implementacion de estudios biotecnologicos, sobre todo
en aplicaciones importantes en las areas de la agricultura y salud.

Esta tarea esta presente en numerosos estudios, en los que se han identificado genes
codificantes para enzimas clave, implicadas en muchos procesos vitales. Especificamente,
la caracterizacion de genes en el anlisis del proceso de maduracion de los frutos, ha
permitido su manipulacion con el fin de lograr que los frutos tengan mejores caracteristicas
de calidad, y sobre todo, una mayor vida de anaquel.

A través de la presente investigacion, y, de acuerdo con los objetivos planteados, se
pretende lograr un mejor conocimiento del proceso de maduracion de la guayaba. Este
objetivo justifica por si solo la generacion de nuevo conocimiento, pues es un trabajo de
ciencia basica. Los productos que se derivaran de este trabajo, como la identificacion de
genes y el banco gendmico, entre otros, permitirdn disponer de material adicional para
apoyar analisis y aplicaciones posteriores en el campo de la experimentacion de la
maduracion de frutos.

3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Se considera que los genes que codifican para las enzimas ACC oxidasa, ACC
sintasa, a-expansinas y endoglucanasas estan presentes en el banco genémico de guayaba.

3.2. OBJETIVOS
3.2.1. OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar clonas genémicas de ACC oxidasa, ACC sintasa, a-expansinas y
endoglucanasas a partir de un banco genémico de Guayaba (Psidium guajava L.).

3.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Disefiar oligonucléotidos especificos o degenerados dirigidos para ACC oxidasa,
ACC sintasa, a-expansinas y endoglucanasas.

e Amplificar fragmentos de los genes ACC oxidasa, ACC sintasa, o expansinas y
endoglucanasas mediante la técnica de la Reaccidén en Cadena de la Polimerasa
(PCR).
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Clonar y secuenciar los productos amplificados por PCR..

Analizar las secuencias amplificadas en las bases de datos disponibles en la red
mediante técnicas bioinformaticas.

Construir un Banco Genémico de Guayaba.
Aislar y caracterizar las clonas genémicas.
Secuenciar y analizar los genes mediante un estudio bioinformatico.

Analizar el nimero de copias de los genes por Southern Blot.
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4. METODOLOGIA

4.1. MATERIALES Y METODOS

4.1.1. Material Vegetal

Se utilizaron hojas tiernas y frutos inmaduros de guayaba (Psidium guajava) de uno a
dos centimetros de didmetro, colectados en la localidad de San Tadeo del municipio de
Calvillo, Aguascalientes, localizada a 102° 70" longitud oeste y 21° 91’ latitud norte a una
altura media de 1700 msnm y transportados en hielo hasta las instalaciones del campus. Los
frutos se sometieron a un lavado con agua corriente y otro con agua destilada, se dejaron
escurrir sobre toallas absorbenes y se guardaron a 4 °C hasta su uso. Después del lavado
con agua corriente, las hojas se pusieron 5 minutos en alcohol al 70% y se enjuagaron con
agua destilada, se les retir6 la nervadura principal y se cortaron en fragmentos para
guardarlas a -70°C.

4.1.2. Material Bioldgico

Se us6 la cepa DH10B de E. coli en la transformacion por electroporacién para la
construccion del banco gendmico de guayaba. El vector de clonacién utilizado fue
pBluescript + de Stratagene.

4.1.3. Extraccién de ADN gendmico

La extraccion de ADN gendmico involucra dos fases que son la extraccion de
nacleos, para la cual se usa un buffer con 2-metil-2,4-pentanediol (MPD) y triton para
mantener intactos los nucleos celulares. La segunda fase consiste en lisar los ndcleos con
un detergente como el CTAB para extraer los acidos nucleicos. Para la extraccion de
nucleos se utilizaron frutos inmaduros de guayaba siguiendo el protocolo de Peterson et al.,
(1997) y Vishal et al., (2007). Primero se lavaron con agua destilada, luego se trituraron en
licuadora (3 ciclos de 10 segundos con una pausa de 4 segundos para evitar que se calentara
el buffer) con el buffer para extraccion de nucleos que contenia 36.5 g de lisina, 1.9 gr de
metabisulfito, 5 gr de dietiltiocarbamina, 2 gr de dicloruro de magnesio, 20 gr de
polivinilpirrolidona, 128.2 ml de MPD, 12 ml de EGTA y 5 ml de triton. El tejido vegetal
molido se filtré utilizando tela absorbente y una malla micropore de 60 micras; el extracto
se colectd en tubos de la marca sorvall de 250 ml que se mantuvieron en hielo hasta pasar a
la etapa de centrifugacién. Después de centrifugar y resuspender la pastilla 5 6 6 veces, se
realizé el lisado de los nucleos utilizando 25 ml de buffer de lisis, el cual estaba compuesto
de 2.5 ml de Tris, 7.5 ml de NaCl, 1 ml de EDTA, 10 ml de CTAB, 4.5 ml de agua
destilada estéril y 75 ul de B-mercaptoetanol. Posteriormente los tubos con las muestras se
incubaron a 65 °C por 10 minutos, luego se colocaron en hielo por 5 minutos; finalmente se
les afiadio 2 ml de NaCl y se centrifugaron por 10 minutos a 12,000 rpm. El sobrenadante
se paso a otro tubo de 250 ml de la marca Sorvall y para precipitar el ADN se agregd un
volumen de isopropanol, esta preparacion se dejo toda la noche a una temperatura de -20
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°C. Al dia siguiente la muestra se centrifug6é por 5 minutos a 12,000 rpm, se descarté el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla de ADN durante 10 minutos para que se volatilizara
cualquier resto de isopropanol, resuspendiéndola en 4 ml de agua. A continuacion el ADN
resuspendido se distribuyé en 8 microtubos a los que se les agregd 1 pl de RNAasa
incubandolos por 30 minutos a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacion a cada muestra se le
realiz6 una extraccién con fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1) y otra con cloroformo,
recuperando en cada una de las extracciones la fase acuosa. A esta Ultima fase se le agregd
un volumen de isopropanol y se dejo precipitando por 30 minutos a -20 °C. Pasado este
tiempo se centrifugaron las muestras por 5 minutos a 12,000 rpm, se desechd el
sobrenadante y se realiz6 un lavado con 500 pl de etanol al 70%. Finalmente se quité el
exceso de etanol, se dejé secar la pastilla y se resuspendio en 80 ul de TE (Fig. 2).

La integridad de la molécula se analizo por electroforesis en geles de agarosa al 0.8
%. Por otra parte, la concentracion de ADN se determiné utilizando densidad optica a 260
nm y la pureza se valord con la relacion 260/280 nm. El fotodocumentador utilizado para
dicho fin fue el ADN Light Dual UV Transiluminator (Labnet). La expresion para la
concentracion de ADN es la siguiente:

_ (D.0260)(50)(factor de dilucion)

[ADN]

1000

Figura 2. Extraccion de ADN nuclear. A) Frutos inmaduros de guayaba de la variedad “Media China” con los
cuales se hizo el aislamiento de ADN nuclear. B) Sistema de filtracion a través de magitel y maya micropore,
el extracto se colect6 en tubos sorvall de 250 ml. C) Ultracentrifuga SORVALL RC-58 por medio de la cual
se descartaba la fase que contenia a los organelos. D) Tubos eppendorf conteniendo el ADN nuclear.
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4.2. CONSTRUCCION DE BANCOS GENOMICOS DE GUAYABA

La construccién de un Banco Genomico como el de guayaba precisa de varias etapas,
que grosso modo permiten la clonacion de fragmentos gendémicos generados a partir de un
evento de fraccionamiento, para su posterior secuenciacion o para la basqueda de genes de
interés. Las diferentes fases y su procedimiento se basaron en la metodologia descrita por el
Doe Joint Genome Institute en su Standard Operating Procedure para la construccion de
librerias gendmicas.

4.2.1. Fraccionamiento del Banco para Ligacion

Una vez que se obtuvo el ADN nuclear de guayaba se fraccioné mediante el equipo
Hydroshear (GeneMachines), que fracciona el ADN mecénicamente y al azar (Fig. 3). Se
utilizaron 15 pl de ADN equivalentes a 15 g, diluidos en 100 pl de buffer TE. Para la
obtencion de fragmentos entre 5y 7 kb se utiliz6 el cartucho “standard” del Hydroshear,
seleccionando los parametros: Speed code= 13, No. Cycle= 20, Volume= 100. Antes y
después de cada fraccionamiento se hizo un lavado al cartucho con 0.2M HCI (dos veces),
0.2M NaOH (una vez) y TE buffer (una vez). El fraccionamiento se realizé por triplicado,
para tener tres eventos independientes. Posteriormente se precipitd y concentr6 el ADN con
1/10 del volumen de 3M de acetato de sodio pH 6, invirtiendo los tubos para mezclar y se
agregd un volumen de etanol frio (reactivo analitico, 96% de pureza), se mezclo6
nuevamente por inversion y se puso en incubacion a -20°C por 30 minutos. Pasado este
tiempo se centrifugaron las muestras a 4°C por 20 minutos a 14,000 rpm. Se retird el
sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 70%, se mezcld por inversion y se hizo una
centrifugacion por 5 min a 14,000 rpm, realizando un segundo lavado. Finalmente se retiro
lo mas posible de etanol y se dej6 secar la pastilla de ADN por 1 minuto a temperatura
ambiente, resuspendiéndola en 30 pl de TE.

GUEE 22 Selution Flow Thraogh Se Crifice

peing of contraction oriffee

bagh pressure | law pressere

A Coted DHA

& Sretde DNA Direction of Flow

C.Shexed DNA B

Figura 3. Fraccionamiento de ADN. A) Hydroshear de GeneMachines. B) Modo de accién del Hydroshear,
las cadenas de ADN son fragmentadas debido a que atraviesan una zona sometida a gran presion por la
contraccion de un dispositivo mecéanico.
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4.2.2. Purificacién de Fragmentos

La separacion de los fragmentos de ADN se realizé en un gel de agarosa al 0.8% en
TBE, utilizando para su tincion el reactivo SYBR DNA Gel Stain 10000x de
INVITROGEN. Tras visualizarse bajo luz fluorescente se cortd el segmento del gel que
tenia los fragmentos de 3-7 kb. El gel recién cortado se puso dentro de puntas para
micropipeta con filtros resistentes a aerosol a las que se les removid la mayor parte de la
punta, adjuntandolas a microtubos simulando un sistema de “columnas”. Las columnas se
incubaron a -20 °C por 30 min, luego se centrifugaron durante 20 minutos a 14,000 rpm.
Las muestras recuperadas en microtubos se precipitaron con 1/10 de acetato de sodio 3 My
un volumen de isopropanol y se dejaron 30 minutos a -20°C, luego se centrifugaron 20
minutos a 14,000 rpm, se tiré el sobrenadante, se hizo un lavado con etanol al 70% vy la
pastilla se resuspendié en 30 pl de TE. Después se realiz6 la cuantificacion a 260 nm para
determinar la cantidad de ADN a reparar.

4.2.3. Reparacion de extremos

Al verificar que se tenia una concentracion de 1ug/ul de ADN, la reaccion de
reparacion para cada evento de fraccionamiento se ilustra en la Tabla 1.

Tabla 1. Reaccién de reparacion de los fragmentos de ADN de guayaba purificados

REPARACION pl

Fragmentos de ADN 10
Reactivo 2 de Invitrogen 25
10mM dNTP 10
Klenow (Invitrogen) 5
T4 DNA polimerasa 1

(Invitrogen)
Total 100

Una vez hechas las reacciones se incubaron a 28 °C por 40 minutos. Al terminar la
incubacion, se realizd una nueva precipitacion con 1/10 de acetato de sodio 3 M y un
volumen de isopropanol. La muestra se resuspendié en 30 pl de TE. Se realizd una ultima
cuantificacion y se procedio a la ligacion.

4.2.4. Ligacion
La ligacion es la union del vector con el inserto. Se recomienda que la relacion molar
sea 1:1 (vector-inserto). Después de la purificacion y reparacion de los fragmentos de

ADN, se realizé la lectura a 260 nm para determinar la concentracion de la molécula y
ajustar la relacion molar de acuerdo con la siguiente expresion (Invitrogen, 2004):
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(pb del fragmento mayor)(50 ng del vector)
2958 pb del vector pBSK +

xng de inserto =

Sustituyendo los valores correspondientes:

(7000pb)(50 ng del vector)
2958 pb del vector pBSK +

xng de inserto = = 119 ng de inserto

Para una ligacion con una concentracién molar de 1:1 se requieren 119 ng de inserto
por 50 ng de vector. Una vez determinada la cantidad de inserto-vector para la ligacion, se
realizo la reaccion correspondiente, dejandola a 16 °C toda la noche (tabla 2).

Tabla 2. Reaccion de ligacion para transformacion

LIGACION ul
Vector 1 (50 ng)
Ligasa 1
Agua 6.5
Inserto 0.5 (119 ng)
Buffer 1

4.2.5. Transformacion Genética Bacteriana

Antes de efectuar la transformacion se dializaron las ligaciones del inserto con el
vector a través de una membrana de filtracién (Millipore VS de 0.025 nm) por 15 minutos
en agua desionizada o destilada. Se deposit6 por flotacion la membrana con la cara brillante
hacia arriba y se pipeted la ligacion en el centro de la membrana; se recuperé la gota en un
tubo nuevo para proceder a la transformacién por electroporacion. La transformacion se
Ilevé a cabo agregandol pl de la ligacion dializada a 20 pl de células electrocompetentes en
una celdilla de 1 cm de la marca BIORAD, esta celdilla se dispuso en el BIORAD Gene
Pulser (Fig. 4). El voltaje aplicado en la transformacion fue de 2,000, 25 microfaradios y
200 OHM. La duracion de las descargas fueron de 4.3 milisegundos en promedio. Las
células electrocompetentes fueron de E. coli DH10B de Invitrogen.

Se plaquearon 25 pl de la transformacion en un medio Luria-Bertani (LB) sélido con
100 mg/L de ampicilina para la seleccion de transformantes, incubando los cultivos a 37 °C
por toda la noche.
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Figura 4. Electroporador BIORAD Gene Pulser.

4.2.6. Titulacion del Banco Gendmico

Para el analisis del banco, se estimo el nimero de clonas necesarias para cubrir una
vez el genoma de la guayaba. Esta estimacion se llevd a cabo con la siguiente ecuacion
(Alvarez, et al., 2009):

N=In (1-P)/ In (1-F)
Donde:
N= Numero de recombinantes necesarios para encontrar la secuencia de interes.
P= Probabilidad de encontrar la secuencia de interés, gue en este caso fue de 99%.
F= Proporcion del tamafio del vector ligado (7x10°), con respecto al tamafio del
haploide del genoma de guayaba que es de 3.003x10® (Kew, Royal Botanical Garden).

Sustituyendo:
N= In (1- 0.99) / In (1- (7x10° / 3.003x10°%))

N = 1.98 x10° ufc/ml

Se necesitan 1.98x10° ufc/ml para tener representado una vez el genoma de la
guayaba.

4.2.7. Andlisis por Restriccion de los Bancos Genémicos.

Para comprobar que las librerias gendmicas contenian el vector y los insertos de
ADN de guayaba se procedi6 a extraer y purificar el plasmido de la célula huésped (E. coli
cepa DH10B) por medio de una minipreparacion (miniprep) segun protocolo reportado por
Sambrook y Russell (2001), realizando posteriormente una digestion con EcoRI y con Hind
I11 por 1 hora a 37 °C (Tabla 3). El patron de restriccion fue visualizados por electroforesis
en gel de agarosa al 0.8 % con TAE 1x como amortiguador. La mezcla de reaccion fue la
siguiente:
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Tabla 3. Reaccion de digestion de ADN plasmidico.

Digestion pl

ADN plasmidico 5 (5 po)
Enzima (EcoRl) 0.5ul
Enzima (HindlI1) 0.5ul
Buffer 2 1pl
RNAasa 1pl
Agua 2ul
Total: 10pl

4.3. AMPLIF[CACION DE LOS GENES DE INTERES MEDIANTE LA
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

4.3.1. Sintesis de oligonucleotidos

Se efectud la busqueda bibliogréfica de oligonucledtidos que han sido utilizados por
otros investigadores para la amplificacion de fragmentos de los genes ACC sintasa, ACC
oxidasa, o-expansinas y endoglucanasas. Siguiendo las indicaciones de la literatura
reportada (Nakatsuka, et al., 1998., Hiwasa, et al., 2003., Morales, et al., 2009) para la
amplificacion se uso el kit comercial PCR master mix de fermentas (Tabla 4).

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion y aislamiento de los genes ACC
sintasa, ACC oxidasa, a-expansinas y endoglucanasas, asi como la fuente bibliogréfica de donde
fueron tomados y los amplicones que reportd cada autor.

Endoglucanasa EGFdeg TGYTGGARMGICCI Hiwasa et al., 2003.
Degenerado Forward EGRdeg GARGAICCIARDA
y Reverse TRTARTCIAYTG
ACCSintasa ACSFdeg ATGGGYYTNGCDGA Nakatsuka et al., 1998.
Degenerado Forward ACSRdeg RAAYCAGACNARNC Fragmento de PCR de 300 pb.
y Reverse YRAARCTHGACAI
ACCOxidasa ACOFdeg GCNTHYSARAANTGG Nakatsuka et al., 1998.
Degenerado Forward ACSRdeg GGNTTNGGYTCYTTNG
y Reverse CYTGRAAYTT
ACCOxidasa ACOFespCP GCGTGCAAAACTGG Nakatsuka et al., 1998.
Especifico Forward ~ ACORespCP  GGCTTTTCTTTCGCCT
y Reverse GAATTT
Expansina ExP DG1 GSNCAYGCNACNTTY Morales et al., 2009.
Degenerado Forward ExP DG2 TAYBGNGYTGCCART
y Reverse TYTGNCCCCARTT
Expansina LEFT-EXP1 GSNCAYGCNACNTTY Morales et al., 2009.
Especifico Forward RIGHT- TAYBGNGYTGCCA
y Reverse ESP2 RTTYTGNCCCCARTT
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4.3.2. Condiciones de amplificacion

Las condiciones de la amplificacion de los genes de a-expansina fueron de 94 °C por
5 minutos (min); 94 °C por 2 min, 50 °C por 1 min, 72 °C por 3 min; 72 °C por 7 min
segun lo marcado por Morales (2009). Las condiciones de amplificacion para los genes de
ACC sintasa y ACC oxidasa segin Nakatsuka (1998) fueron de 94 °C por 4 min, 94 °C por
1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 3 min. Las condiciones para los genes de endoglucanasa
(Hiwasa, 2003) fueron de 94 °C por 4 min, 94 °C por 1 min, 55 °C por 2 min, 72 °C por 3
min; 72 °C por 7 min.

4.3.3. Electroforesis

Para resolver el tamafio de los fragmentos amplificados, se realizé una electroforesis
en gel de agarosa al 0.8% con buffer TAE 1x a 90 volts; el marcador de peso molecular
usado fue el Traclt™ 1 kb DNA Ladder de Invitrogen. El gel fue tefiido por un minuto en
bromuro de etidio y se dej6 15minutos en agua para quitar exceso de bromuro.
Posteriormente el gel fue fotografiado bajo luz ultravioleta en el transiluminador DNA
Light Dual UV Transiluminator (Labnet).

4.3.4. Secuenciacion y Analisis Bioinformatico

Se mandaron secuenciar al Laboratorio Nacional de Gendmica para la Biodiversidad
(LANGEBIO), del CINVESTAYV, unidad Guanajuato, fragmentos amplificados por PCR
de 0.5 kb y 1.0 kb para endoglucanasa, de 1.0 kb para ACC sintasa y de 1.2 kb para ACC
oxidasa, purificados con el Zymoclean™DNA Recovery Kit de la marca FERMENTAS. La
secuencia nucledtidos obtenida se tradujo a aminoacidos mediante Translate Tool del
Expert Protein Analysis System (ExPASy) del Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)
(http://expasy.org/tools/dna.html), con la finalidad de realizar un alineamiento local (blastp)
con otras secuencias de aminoécidos en la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nim.nih.gov) para determinar el
porcentaje de identidad con otras proteinas.

4.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CLONAS GENOMICAS EN EL
BANCO GENOMICO DE GUAYABA

La seleccidn se realizd mediante escrutinios con PCR, técnica descrita y utilizada por
King (2000). Del banco gendémico original crecido en medio LB y ampicilina (100mg/L),
se tomd una alicuota para realizar un sondeo inicial por PCR y asegurar que los genes de
interés estaban representados en el banco genomico. Una vez que los genes hubieron
amplificado, se tomaron subcultivos del banco original (alicuotas de 30 ul en 3 ml de LB
con ampicilina) y de cada uno de ellos se obtuvo el plasmido purificado por medio de
MINIPREP (Sambrook y Russell, 2001), luego se corrié un PCR con este ADN, utilizando
los oligonucledtidos del gen que se queria encontrar. Una vez que se comprobo que algunos
de los cultivos fueron positivos, se realizé el mismo procedimiento que se aplic para el
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cultivo del banco gendmico original, de esta manera se llevaron a cabo 4 escrutinios, hasta
que en el quinto se procedid a plaquear en medio sélido de LB con ampicilina realizando
diluciones del altimo subcultivo positivo, de tal manera que las colonias crecieran aisladas
para ser analizadas de manera independiente, identificando asi una clona positiva del gen
buscado.

4.5. ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT DE LOS BANCOS GENOMICOS

Se aislé el ADN plasmidico de cada uno de los bancos gendmicos por medio de
miniprep del cual se tomaron 50 pg, que fueron digeridos con la enzima de restriccion
BamHI por dos horas a 37 °C (Tabla 5). EI PCR purificado de los genes de interés en ADN
nuclear se utiliz6 como sonda. Posteriormente las digestiones y sus sondas se cargaron en
un gel para realizar una electroforesis. EI amortiguador utilizado fue TAE 1X, el voltaje
utilizado fue de 70 volts, el gel fue tefiido en bromuro de etidio y la fotografia se tomd con
una regla al margen del gel para tener la referencia del tamafio de las bandas (Fig. 15, A).
La realizacion de este anélisis involucrd varias fases, las cuales se describen a continuacion:

Tabla 5. Digestion de ADN plasmidico extraido de Banco Genémico para Southern Blot

| N
ADN Banco 18 (50 ug)
Enzima BamHI 4 ul
Buffer 3 10 pl
RNAasa 2 ul
Agua 68 pl
Total: 100yl

4.5.1. Tratamiento del gel

Antes de llevar a cabo la transferencia, el gel fue sometido a un tratamiento con HCI
a 0.2M por 10 minutos, luego a dos lavados con agua destilada; en seguida se le agregé la
soluciéon desnaturalizante (NaOH 0.5N y NaCl 1.5M) haciéndole dos lavados de 20
minutos en agitacion lenta, se enjuagd el gel con agua destilada y luego se procedio a hacer
dos lavados de 20 minutos con la solucion neutralizante (Tris-HCI 1M pH 8 y NaCl 1.5M)
para finalmente realizar un lavado con agua destilada por 10 minutos, todo esto a
temperatura ambiente.

4.5.2. Transferencia a membrana

Luego de su tratamiento, el gel se coloco hacia abajo en un papel filtro en contacto
con la solucién SSPE 10X que sirvié como eluyente y encima del gel se puso directamente
una membrana nylon (Hybond N+, de Amersham). Esta membrana fue cubierta con tres
papeles filtro 2 mm mas cortos que la membrana, toallas absorbentes y un peso extra para
que por capilaridad el ADN desnaturalizado se transfiriera a la membrana. Este proceso
duro toda la noche.
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4.5.3. Hibridacion

Al dia siguiente el ADN transferido se fij6 a la membrana por medio de UV. La
preparacion de la sonda y el buffer de hibridacion se realizo siguiendo el protocolo adjunto
al kit de hibridacion Alkaphos de LG, dejando hibridar toda la noche. La ultima etapa de la
hibridacién fueron los lavados, el primero de ellos se realiz6 con el buffer primario por 20
minutos que contenia urea 2M, SDS al 0.1%, buffer de fosfatos pH 7, NaCl 150 mM,
MgCl,; 1 mM vy reactivo bloqueador al 0.2%, el lavado con buffer secundario con Tris base
1M y NaCl 2M se llevo a cabo por 10 minutos. Luego de los lavados se agrego a la
membrana un reactivo de deteccion por 5 minutos y se colocé dentro de un cassette para su
exposicion por una hora a una pelicula de rayos X de marca Kodak, pasado el tiempo de
exposicion la pelicula fue sometida a un proceso de revelado y fijado para la visualizacion
de las marcas de hibridacion.
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5. RESULTADOS

5.1. EXTRACCION DE ADN NUCLEAR

La cantidad de ADN nuclear obtenida a partir de 100 g de fruto de guayaba fue de
1ug/ul y la calidad de la molécula aplicando la relacién 260/280 fue de 2.1 (Fig. 5).

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de ADN
nuclear de fruto inmaduro de guayaba, procedimiento tomado
de Peterson et al., (1997) y Vishal et al., (2007).

5.2. BANCOS GENOMICOS DE GUAYABA

5.2.1. Titulacion de los Bancos
Se construyeron cuatro bancos genémicos de guayaba (Fig. 6) la titulacién de cada

uno de ellos fue de 2x10? (Banco 2), 4x10° (Banco 1), 1x10* (Banco 3) y 3x10* (Banco 4)
ufc por ml.
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Figura 6. Dos de las cuatro librerias que se generaron a partir de ADN nuclear de guayaba. A)
Banco 4 con 3x10* ufc/ml; B) Banco 1 con 4x10° ufc/ml.

5.2.2. Andlisis por Restriccion de los Bancos Genomicos

En cada una de las digestiones de los bancos gendémicos, se verifico la presencia del
vector y del inserto. La banda de 3 kb presente en cada una de las digestiones (D de la
figura 7) corresponde aproximadamente al peso del vector pBluescript + (2984 pb) con el
que fueron construidos los bancos gendmicos. Por otra parte, las bandas correspondientes al
inserto muestran un tamafio de 2 kb y de 3 a méas de 12 kb, concentrandose en un rango de
3 a 6 kb principalmente (Fig. 7).

Figura 7. Bandas de plasmido purificado (carriles 2, 5 y 8) y digestiones
de los bancos genomicos (carriles 3, 6, 9).
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5.3. OBTENCION DE PRODUCTOS DE PCR DE LOS GENES ACC SINTASA,
ACC OXIDASA, ALFA EXPANSINA'Y ENDOGLUCANASA

5.3.1. Analisis del Banco Gendémico por PCR

La comprobacion de la presencia de los genes de ACC sintasa, ACC oxidasa,
endoglucanasa y a-expansina en ADN nuclear y en ADN del banco genémico de guayaba
se realizd con la técnica de PCR. Los fragmentos amplificados utilizando oligonucle6tidos
degenerados para endoglucanasa en ADN nuclear fueron fragmentos de 0.3, 0.4, 0.5, 1.0,
1.2 y 1.3 kb y mientras que en el banco gendmico se observa un producto de 0.5kb (Fig. 8).

Figura 8. PCR para endoglucanasa Carril 1) ADN nuclear. Carril 2)
marcador de peso molecular. Carril 3) ADN del banco genémico.

Para a-expansina el producto de amplificacion resulto de 1.0 kb en ADN nuclear y de
0.5 kb en el banco gendmico (Fig. 9).

Figura 9. Productos de PCR de a-Expansina. A) ADN del banco
genomico. B) ADN nuclear.
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Para ACC sintasa, se obtuvieron los siguientes productos de amplificacion: 0.5, 0.8,
1.3, 1.4, 2.2 kb en ADN nuclear. En ADN del banco se obtuvieron productos de 1.0 y 1.6
kb (Fig. 10).

Figura 10. Productos de PCR para ACC sintasa. Carriles 2, 5, 7 en ADN del banco.
Carril 1) ADN nuclear. Carril 4) marcador de peso molecular.

Finalmente para ACC oxidasa no se obtuvo amplificacion en ADN del banco y los
productos de PCR resultantes en ADN nuclear fueron de 1.2 kb y 1.6 kb (Fig. 11).

Figura 11. Productos de PCR para ACC oxidasa. Carril 1)
ADN nuclear. Carril 2) ADN del banco. Carril 3) marcador
de peso molecular.
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5.3.2. Secuenciacion y Analisis Bioinformatico

De los fragmentos amplificados de los diferentes genes que se enviaron a
LANGEBIO para su secuenciacion, sélo se obtuvo la secuencia de la endoglucanasa de 1.0
kb., que fue traducida a aminoacidos por medio del servidor EXPASYy (Fig. 12).

PLSAAAERLICRAEVIGVGRQQERRARHVLHVVPLADVQAGRGAAHVGRVVLVEASAQVVLGLGAVPFQDSPVRL
VFRSIVHQQLHPKSDXKRRSIKS_CSNKEQRERESGIPWRREFGRRRSPASKFSPPWYATLSLSLLFIAALTLD_STFXIG
FWVQLLMDDGAKHEPHRRILERYRSKAEHYLCACLNKNNATNVRRTPAGLLYVRKWNNMQYVSGAAFLLSAYSD
HLRAANOTLGCSRER

Figura 12.Secuencia en aminoacidos de un fragmentos de EG de 1.0 kb

Esta secuencia se consultd en la base de datos del NCBI, mediante un alineamiento
local (blastp). Las homologias encontradas presentan un dominio conservado de
superfamilia 9 de las hidrolasas (Fig. 13), y son las siguientes: Solanum lycopersicum
(34%, valor e de 3x10™), Diospyros kaki (34%, valor e de 4x10™), Vitis vinifera (33%,
valor e de 4x10%°), Pyrus communis (31%, valor e de 6x10™%), Mangifera indica (31%,
valor e de 5x10*%), Arabidopsis thaliana (30%, valor e de 2x10™%) y Prunus persica (27%,
valor e de 1x10™") (Tabla 5).

Tabla 5. Valores de similaridad de endoglucanasas contra producto de 1 kb de PCR

% de identidad Valor e
Solanum lycopersicum 34 3x10™
Diospyros kaki 34 4x10
Vitis vinifera 33 5x10%°
Pyrus communis 31 6x10™
Mangifera indica 31 5x107
Arabidopsis thaliana 30 2x10™*2
Prunus persica 27 2x10™
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[HPLNO2613[PLN02613], hydrolase, hydrolyzing O-glycosyl compounds 166254 yes 3.62e-10
Nt i . 157040 s 229e.08

Figura 13. Dominio Conservado de la Familia 9 de las hidrolasas.

5.4. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CLONAS GENOMICAS

El aislamiento de las clonas se realizd mediante escrutinios por PCR, segun protocolo
mencionado en el apartado de metodologia. EI quinto escrutinio corresponde a las clonas
aisladas (Tabla 6). Los tamafios aproximados de las clonas aisladas de ACC sintasa en el
laboratorio son de 4 kb y de 3.5 kb. El tamafio de la clona aislada en el laboratorio y que
corresponde a una endoglucanasa, fue de 2.4 a 3.0 kb. Por su parte el tamafio del inserto
para las a-expansinas fue de 1.0 kb (Fig. 14).
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Tabla 6. Escrutinios por PCR correspondientes a a-expansina,
endoglucanasa y ACC sintasa.

Gen Foto

a-expansina

Primer escrutinio
1.0 kb

0.5 kb

Endoglucanasa

Quinto escrutinio

0.5k
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Figura 14. Anélisis de restriccion de clonas seleccionadas. (A) Clonas de
endoglucanasa digeridas por EcoR1 y Hindlll; la banda de aproximadamented 3 kb
corresponde al vector y las bandas de 2, 0.4 y 0,8 kb al inserto; (B) Clonas de -
expansina digeridas con las mismas enzimas, obteniendo un inserto de 1 kb.

5.5. ANALISIS TIPO SOUTHERN BLOT EN BANCO GENOMICO

Para verificar la funcionalidad de los bancos gendmicos se realizé un andlisis tipo
Southern Blot, donde los cuatro bancos gendémicos construidos se digirieron con la enzima
Bam HI y se hibridaron con cada uno de los genes de estudio. Los resultados obtenidos
mostraron que la endoglucanasa esta presente por lo menos en dos copias en los bancos 1, 3
y 4, como se puede apreciar con las bandas de 6 y 12 kb en la Fig. 13.B. Para ACC sintasa,
se puede observar que muy probablemente en el banco 1 estan representadas 2 copias
(bandas de 5 y 12 kb), mientras que en los bancos 3 y 4, s6lo hay una copia presente: en el
banco 3 de 5 kb y en el banco 4 de 11 kb (Fig. 15.D.). Para la a-expansina, en los bancos 1
y 4, se aprecian con claridad cuatro bandas: 3 kb, 4 kb, 10 kb y 12 kb. En el banco 2,
bandas de 3 y 4 kb, y en el banco 3, bandas de 3, 10 y 12 kb (Fig. 15.C.). Estos resultados
sugieren que puede haber de 2 a 4 copias de a-expansina en estos bancos
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Figura 15. Southern blot de los bancos gendmicos para cada uno de los genes de
estudio. A) Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones de cada uno de los bancos. B)
Southern Blot para endoglucanasa. C) Southern Blot para a-expansina. D) Southern Blot

para ACC sintasa.
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6. DISCUSION

La pureza de 2.1 del ADN nuclear resulto aceptable segun puntualiza Siedman (1991)
con relacion a la construccion del banco ya que se debe cuidar la calidad tanto del inserto
como del vector, esto permite la correcta reparacion de extremos y una ligacién eficiente.
El fraccionamiento del ADN nuclear se hizo por triplicado utilizando el equipo Hydroshear
(GeneMachines). La validacion del banco se realiz6 mediante la electroforesis de un
alicuota del banco en gel de agarosa, detectando la presencia de insertos de varios tamafos
desde 2 hasta méas de 12 kb, concentrandose la mayoria en un rango de 3 a 6 kb requeridos
para el experimento (Fig. 7). Este rango fue el adecuado para la construccién del banco, ya
que por ejemplo el tamafio de las clonas gendémicas que han sido reportadas para
endoglucanasa es de 5445 pb, aislado en pera por Trainotti et al., (1997). Huang et al.,
(2006) para platano, menciona dos clonas nombradas como GMACS-12 y GMACS-1 que
tenian un tamano de 2.5 kb y 4.5 kb respectivamente.

Para anticipar la posibilidad de aislar una determinada secuencia dentro de los bancos
genomicos, se uso la expresion N= In (1-P)/ In (1-F) la cual toma en cuenta la probabilidad
de encontrar la secuencia de interés, que en este caso fue de 99% (P). La proporcion del
tamafio del vector ligado (7x10%), con respecto al tamafio del haploide del genoma de
guayaba (F) que es de 3.003x108, determinado a partir del valor C por medio de la pagina
del Kew Royal Botanical Garden. Por tanto, el nimero de recombinantes necesarios para
encontrar la secuencia de interés en los bancos seria de 1.98x10° ufc/ml. En los cuatro
bancos que se construyeron se obtuvieron titulaciones de 2x107, 4x10°% 1x10* y 3x10* ufc
por ml, que aun cuando estan por debajo de la cifra recomendada de 1.98 x10° ufc/ml
(Alvarez et a., 2009), y esto supondria una baja probabilidad de encontrar las secuencias de
interés, fue posible identificar en los bancos gendmicos tres de los cuatro genes
relacionados con los objetivos de este trabajo.

La identificacion de los genes de interés (endoglucanasa, a-expansina, ACC sintasa,
ACC oxidasa) se realizd6 mediante la técnica de PCR utilizando dos fuentes de ADN, el
nuclear y el de banco gendémico. Para endoglucanasa el bandeo correspondiente a los dos
tipos de ADN, mostré significativas diferencias, ya que en nuclear se dispersa en el rango
de 0.3, 0.4, 0.5, 1.0, 1.2 y 1.3 kb, mientras que en el banco genémico se generd un
producto de 0.5 kb (Fig. 8). Para a-expansina el producto de amplificacion fue de 1.0 kb en
ADN nuclear y de 0.5 kb en el banco, con excepcion del banco 1 que ademas de la de 0.5
kb, también se generd una de 0.4 kb (Fig. 9). Para ACC sintasa, se tuvo un rango de
amplificacion de 0.5, 0.8, 1.3, 1.4, 2.2 kb en ADN nuclear y de 1.0 y 1.6 kb en ADN de
banco (Fig. 10). Es posible que las diferencias que se presentan en los tamafos de los
productos amplificados para los dos tipos de ADN se deban al proceso que sufrié el ADN
nuclear cuando fragmentos mayores y menores de 3-7 kb fueron removidos para la
construccion del banco, asi como al proceso de clonacion al cual fue sometido, ya que no
todos los fragmentos se ligaron al vector.

El analisis bioinformatico del Gnico fragmento de PCR del que se obtuvo la
secuencia de nucleotidos (1 kb de endoglucanasa en ADN nuclear -Fig. 12-) y que
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posterirmente se tradujo a aminoacidos mostré varias homologias, (Tabla 5). De entre ellas,
la que corresponde a Pyrus communis resulta interesante ya que al rastrear el nimero de
acceso BAC22691, se encontro también una similitud con la clona PC-EG2 aislada en
ADN de pera por Hiwasa et al., (2002) que se expresa durante la maduracion del fruto y de
cuyo reporte se mandaron sintetizar los oligonucle6tidos utilizados en este trabajo. Cabe
hacer mencion que las clonas aisladas para este gen en laboratorio tuvieron un rango de
inserto de 3kb (Fig. 14). Hiwasa et al., (2002) en el trabajo antes mencionado, reportan la
secuencia de aminoacidos de dos clonas, PC-EG1 (2242 pb) y PC-EG2 (2442 pb). PC-EG2
presento en el N-terminal una secuencia sefial hidrofobica homologa a la encontrada en
fresa (FaEG3) y en tomate (Cel8) (Trainotti, 2006), que también se expresan durante la
maduracion del fruto. PC-EG1 en el N-terminal se encontr6 un dominio hidrofobico
transmembranal, homdlogo al descrito en tomate (Cel3) y en Arabidopsis (OR16pep) que
intervienen en la sintesis de celulosa y se localizan en la membrana plasmatica. Debido a
que la cantidad de mRNA, producto de estos genes, aumenta al inicio de la maduracién y se
ve fuertemente afectada en presencia de un inhibidor del etileno como el 1-MCP (1-
metilciclopropano), se sugiere que estos genes son etileno-dependientes, por lo que se
puede pensar que hay una alta probabilidad de que los genes que amplifican en guayaba
sean de endoglucanasas dependientes de etileno y que tal vez uno o mas de ellos estén
involucrados en la maduracion del fruto de guayaba. Otros reportes incluyen a Trainotti et
al., (1997) que menciona que las endoglucanasas identificadas en durazno, chile, aguacate y
jitomate responden a diferentes estimulos hormonales, por lo que en presencia de etileno se
pueden encontrar EGasas sensibles o insensibles. Este autor menciona la clona aislada
ppEGL1 a partir del cDNA pCel10 que codifica para una endoglucanasa de durazno de 5445
pb, que contiene 7 exones y 6 intrones. EI marco de lectura abierta codifica para un
polipéptido de 497 aminoacidos y presenta un péptido sefial de 28 aminoacidos en el N-
terminal, caracteristico de las proteinas secretoras. El patron de expresion de este gen
indicd que esta sobreregulado por el etileno y que codifica para una EGasa que se expresa
durante la abscision de las hojas y un poco menos en la abscision de los frutos, al igual que
en fruto sobremaduro cooperando con las poligalacturonasas en el ablandamiento del
mesocarpio. En mango, Amita et al., (2008) identificaron un cDNA (MiCell) que
amplificaba un fragmento por RT-PCR de 800pb y un gendmico de 2,345 pb, el marco de
lectura abierta comprendia 1,857 bases, el extremo 5" de la region no codificante (UTR)
tuvo un tamafio de 221 nucle6tidos y una 3" -UTR de 264 nucledtidos. La proteina putativa
de 619 aminoacidos tenia un péptido sefial N-terminal de 25 aminoacidos y un sitio N-
glucosilacion que correspondia a los residuos 551-553 (NKS) en la proteina madura.
Presentaba también un dominio de union a celulosa en el carbono terminal, que es
caracteristico de EGasas microbianas pero que ha sido reportado también en plantas.

Una banda de 1 kb para a-expansina en ADN nuclear y 0.5 kb en el ADN de los
banco genémicos, ademas de una banda de 0.4 kb solamente en el banco 1 fueron
amplificados por PCR (Fig. 9). Utilizando los mismos oligonucleotidos degenerados, se
obtuvieron cDNAs de 470 pb (PgEXP1), 466 pb (PgEXP2), 360 pb (PgEXP3) que
codificaron para proteinas putativas de a-expansinas (Reyes, 2011). Estos tamafos
concuerdan con los obtenidos en el banco. Por otra parte, el tamafio del producto
amplificado en ADN nuclear concuerda con los resultados de Rose et al., (1997) y con
estudios previos en laboratorio (Morales, 2009), debido a que se utilizaron oligonucléotidos
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especificos para una expansina relacionada con la maduracion. Ambos, Rose et al., 1997 y
Morales et al., 2009, aislaron cDNAs de tamaiio similar 1070 pb y 933 pb, en tomate y
guayaba respectivamente. Un estudio por restriccion de las clonas positivas que se aislaron
en los bancos gendmicos para este gen mostraron un tamafio de inserto promedio de 1 kb
(Fig. 14). Es importante mencionar que aunque se visualicen estos fragmentos, no quiere
decir que sea un gen completo de a-expansina, ya que en el mismo inserto pueden ir
regiones de dos genes adyacentes. En la literatura ya hay varios reportes de clonas aisladas
de a-expansina. Nishiyama et al., 2007, reportan la clona CmExpl en mel6n que presenta
un patrén de expresion parcialmente dependiente del etileno, lo que implica que aunque no
juega un papel primordial en el ablandamiento del fruto si se ve influida por este regulador
durante la maduracion. Cho et al., (2004) mencionan que la familia de o-expansinas
contiene entre otros, 32 genes en arroz y 26 en Arabidopsis y que las clonas de a-expansina
identificadas en tomate, LeExpl y LeExp18 se expresan durante la maduracion del fruto.
LeEXP1 fue la primera que se reporté en la que su expresion estaba inducida de forma
especifica durante la maduraciéon del fruto y estaba sobrerregulada por la presencia de
etileno enddgeno y exdgeno. En el trabajo de Karaasla & Hrazdina, (2009) la clona PCExp2
identificada en cereza es regulada por el etileno durante la maduracion. Esta clona posee un
tamafio de 2596 pb, de la que se obtuvo un promotor putativo, con 929 pb de la region rio
arriba de un gen de expansina y un marco de lectura abierta de 1667 pb intercalada por 2
intrones. La secuencia del cDNA confirmé un fragmento que codifica para dos intrones,
tres intrones y una region promotora de 929 pb. La region no codificante (UTR) 5° de 74 pb
y la UTR 3’ de 248 pb. La region promotora de Prunus cerasus (PcExp2) y Pirus
communis (PcoExp2) fueron las Unicas que mostraron similaridad. Este promotor contiene
la caja TATA a -38 pb de sitio de inicio de la transcripcion, considerada como una
caracteristica de los promotores eucariotas. La region rio arriba presenta secuencias
consenso para la caja CCAAT-, caja GATA, caja de pirimidina, elementos de respuesta a
etileno, factores para giberilina, elementos de anaerobiosis, activadores de transcripcion y
elementos cis que le confieren la especificidad a cierto tipo de tejido. Una region de 350 pb
de este promotor es requerida para la expresion génica.

Con respecto a la amplificacion de la ACC sintasa, se obtuvieron en ADN nuclear
una serie de bandas que van desde 0.5, 0.8, 1.3, 1.4 hasta 2.2 kb; en ADN de banco se
obtuvieron productos de 1.0 y 1.6 kb (Fig. 10). En su trabajo acerca de genes de
maduracion en tomate, Nakatsuka et al., (1998) mencionan que entre los productos de PCR
que obtuvieron, se encontré un cDNA parcial de 308 pb que después fue completado por
PCR-RACE. En laboratorio se utilizaron los mismos oligonucle6tidos que reporta en su
trabajo este equipo de investigacion asi que se utiliz6 la banda mas pequefia que amplifico
de ACCS como sonda para los bancos, teniendo en cuenta que los productos de PCR
pequefios podrian corresponder con alguno de los genes de ACC sintasa que Nakatsuka et
al., (1998) logré aislar e identificar (LE-ACS1A, LE-ACS2, LE-ACS3, LE-ACS4 y LE-
ACS6). Otros reportes de genes de ACC sintasa involucrados en la maduracion provienen
de Huang et al., (2006), ya que en platano aislaron las clonas nombradas como GMACS-12
(2.5 kb) y GMACS-1 (4.5 kb). En el trabajo de Nakatsuka et al., (1998) del cual se aislo un
cDNA de ACCSintasa en tomate (LE-ACS6), de tamafio 1431 pb. Wang et al., (2006)
mencionan que las proteinas de la ACC sintasa son idénticas entre 48% y 97%, con el
menor aumento de conservacion en el dominio de la terminal C, y con siete regiones

42



altamente conservadas incluyendo los sitios PLP en la secuencia de aminoacidos. Las
regiones conservadas incluyen el sitio de union al piridoxal fosfato que se necesita para la
funcién de ACC sintasa y una secuencia en el Cproximal de 12 aminoacidos. Fong-Chi et
al., (2006) aislaron 29 clonas genémicas de platano, de las cuales 16 contenian promotor.
Estos fueron divididos en cuatro grupos MACS1 con 5 secuencias genomicas sobrelapadas,
MACS2 con 6 secuencias gendmicas sobrelapadas, MACS3 con 4 secuencias genémicas
sobrelapadas y MACS4 con 1 secuencia gendémica. Las 16 clonas fueron parcialmente
secuenciadas, mostrando los datos que las secuencias de los genémicos eran ligeramente
diferentes, esto quiza debido a la naturaleza triploide del platano. Las secuencias parciales
de las 16 clonas gendmicas mostraron poca diferencia entre los genes del mismo grupo.
Huang et al,. (2006) propone que esto es debido a la diferencia alélica en el genoma del
platano. Entre los grupos de genes el porcentaje de divergencia es de 50 a 80%. Por su parte
Jakubowicz et al., (2009) reportan que se detectaron en tomate cuatro diferentes
isoenzimas: LE-ACS1A, LE-ACS2, LE-ACS4 y LE-ACSr. LE-ACS1A y LE-ACS6
pertenecen al sistema 1, en cambio LE-ACS2 y LE-ACS4 al sistema 2 y que todos ellos
muestran distinta regulacion. Lin et al., (2007) se refieren al gen Le-ACS6 como una ACC
sintasa involucrada en el sistema 1 de la sintesis del etileno durante la maduracion del
tomate, pero afirma que el mecanismo de regulacién negativa de Le-ACS6 no es claro. El-
Sharkawy et al., (2008) reporta cuatro secuencias de ACC sintasa de ciruela, para evaluar
el papel de estas proteinas en la maduracion de frutos. Todas estas isoenzimas contienen las
siete cajas conservadas que estan presentes en Arabidopsis, tomate, y otras especies.
Asimismo, menciona que existe una fuerte similaridad entre las secuencias de la ciruela y la
pera (de 89 a 93%). Esta semejanza indica que muy probablemente estas secuencias
pertenecen a genes ortélogos. En ACC sintasa de ciruela, los productos de PCR,
observados en gel de agarosa al 1.2%, produjeron bandas de 1409 pb y 646 pb para dos
estas secuencias.

El analisis tipo Southern blot fue muy importante para la comprobar la funcionalidad
de los bancos ya que los genes bajo estudio hibridaron casi en la mayor parte de ellos (Fig.
15). Para el gen de endoglucanasa se utilizé6 como sonda el producto de PCR de 1 kb el cual
hibridé en los bancos 1, 3 4, asi como en un PCR control proveniente de uno los
escrutinios. El que no se presente hibridacion en el banco 2 puede reflejar el hecho de que
su eficiencia haya sido la més baja (2x10%) obtenida en los bancos. El gen de o-expansina
estuvo presente en todos los bancos y la sonda que se utilizo para la hibridacion fue la de 1
kb. Por ultimo para realizar la hibridacion de ACC sintasa con los bancos se utilizé una
sonda de 0.5 kb, comprobando su presencia en los bancos 1, 3 y 4, que igual que para
endoglucanasa la falta de sefial de hibracion pudo deberse a su baja eficiencia. De estos
resultados se puede afirmar que el gen o genes de endoglucanasa, a-expansina y ACC
sintasa estan presentes al menos en una copia dentro de los bancos genomicos de guayaba.
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7. CONCLUSIONES

e Se construyeron cuatro bancos genomicos de guayaba con una eficiencia tal que
permitié la busqueda de los genes codificantes de ACC sintasa, a-expansina y
endoglucanasa.

e La presencia de ACC sintasas, ACC oxidasas, a-expansinas y endoglucanasas en
ADN nuclear de guayaba, fue confirmada por medio de la técnica de PCR.

e La presencia de ACC sintasas, o-expansinas y endoglucanasas en los bancos
genomicos de guayaba fue confirmada por un analisis tipo Southern Blot. El
resultado del Southern Blot muestra que por lo menos hay una copia de cada uno de
estos tres genes en los bancos.

e Fue posible aislar clonas positivas para ACC sintasas, o-expansinas Yy
endoglucanasas con diferentes tamarios de inserto.

e Los alcances de este trabajo se centran en la caracterizacion de clonas positivas de
estos genes aisladas de los bancos gendmicos de guayaba, buscando con esto una
mejor comprension de los procesos moleculares relacionados con estos genes
durante la maduracion del fruto.
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APENDICE

MEDIOS DE CULTIVO

LB liquido (1 Lt) con 100 mg/L de ampicilina

Extracto de levadura 59
Peptona 10 g
NaCl 109
LB solido (1 Lt) con 100 mg/L de ampicilina
Extracto de levadura 50
Peptona 10 g
NaCl 10 g
Agar 129
BUFFERS
Buffer de corrida
Azul de bromofenol 0.25 %
Cianol de xileno 0.25 %
Glicerol en agua 30 %

Buffer de lisis para extraccion de ADN nuclear (1 L)
1 M 2-Metil-2,4-pentanediol (MPD) 128.18 ml

2 % Polivinilpirrolidona (PVP) 209
10 mM MgCl, 29
Dietilditiocarbamato 50

1 M Lisina 36.5¢

0.5 MEDTA 6 EGTA 12 ml
Metabisulfito 199

Triton 5mi

Buffer de lisis para extraccion de ADN gendémico (50 ml)

1 M Tris HCI 5ml

5 M NaCl 14 ml

0.5 MEDTA 2 ml

5% CTAB 20 ml (2 %)

Aforar a 50 ml y agregar 0.15 ml de B-mercaptoetanol
Buffer de fosfatos (50 ml)

0.5 M Fosfato de Na 30
Ajustar a pH 7 con NaOH y guardar a4 °C
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Buffer de hibridacion (50 ml)

0.5 M de NaCl

4 % Solucion Bloqueadora
Buffer TAE 10X pH 8 (1 L)

Tris base

Ac. acético glacial

EDTA

Buffer TBE 10X pH 8 (1L)
Tris base
Acido borico
05 MEDTApHS8

SOLUCIONES

7.5 M Acetato de amonio (90 ml)
Acetato de amonio

Aforar con agua.

Etanol al 70 %. (1.5 L)
Alcohol 96 °C
Agua

1l4¢9
29

48.4 g
11.42 mi
7.44 g

108 g
55 g
40 ml

529

1094 mi
406 ml

Soluciones para Minipreparaciones (Miniprep)

Solucién I (50 ml)
1 M Tris-HCI pH 8
250 mM EDTA
1 M Glucosa
Agua destilada
Solucién 11 (25 ml)
1 N NaOH
10 % SDS
Agua
Preparar justo antes de usar.

TE (Tris-EDTA)
Tris base
EDTA

1.25 ml
2 mil
2.5 ml
44.25 ml

5ml
2.5 ml
17.5 ml

1.2¢g
0.2¢g

Solucién fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:24:1)

Fenol equilibrado pH 8
Cloroformo
Alcohol isoamilico

24 ml
24 ml
1ml
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Solucidn depurinizante para transferencia (100 ml)

0.2 M HCI 1.66 ml
Agua destilada 98.34 ml
Solucidn desnaturalizante para transferencia (100 ml)
1.5 M NaCl 8.77¢
0.5 M NaOH 29
Solucién neutralizante para transferencia (100 ml)
0.5 M Tris-HCI 6.06 g
1.5 M NaCl 8.77¢
Solucion SSPE 20X
NaCl 1753 ¢
NaH,PO4 H; 2.76 ¢
EDTA 0.74 g
Solucién primaria de lavado (100 ml)
Urea 12 ¢
SDS 01g
NaCl 0.87¢g
Solucién de bloqueo 0.2g
1M MgCl, 100 g
0.5 Fosfato 10 ml
Solucién secundaria de lavado (100 ml)
NaCl 560
Tris-HCI 6.05¢9

47



GLOSARIO

ADN: (Acido desoxirribonucleico): Es la molécula portadora la informacion genética, que
posibilita su transmision de una generacion a la siguiente.

Agarosa: polisacarido formado por galactosas alfa y beta que se extrae de las algas de los
géneros Gellidium y Gracillaria. Se usa para construir geles que permitan separar
moléculas de ADN mediante electroforesis.

Aminoé&cido: Cada uno de los elementos constituyentes de una proteina.

Amplificacion: Cualquier proceso que causa la replicacion de una secuencia concreta de
ADN en cantidad desproporcionadamente elevada.

ARN: Molécula sintetizada a partir del molde de ADN; contiene el azucar ribosa en lugar
de la desoxirribosa presente en el ADN.

Autocatalisis: Proceso mediante el cual un compuesto quimico induce y controla una
reaccion quimica sobre si mismo.

BAC (Bacterial Artificial Chromosome): segmento grande de ADN, generalmente
constituido por 100.000-200.000 bases, de cualquier especie que es clonado e introducido
en una bacteria. Una vez dentro de la bacteria, pueden obtenerse multiples copias del
mismo.

Bacteriofagos: virus que infectan exclusivamente a bacterias.
Banco Gendmico: Proceso de almacenaje durante un periodo indefinido del ADN extraido
de cualquiera de las posibles fuentes celulares, conservado bajo congelacion o refrigeracion

para futuros analisis.

Bioinformatica: Sistemas de informacion computacional y métodos analiticos aplicados a
problemas bioldgicos, como el anélisis genémico.

B-galactosidasa: También conocida como lactasa, cataliza la hidrélisis de lactosa en sus
dos monosacaridos (glucosa y galactosa).

Climatérico: Dicese del fruto que es capaz de seguir madurando incluso después de haber
sido recolectado.

Clonacidn: proceso por el que se consiguen copias idénticas de un organismo, célula, o
molécula.

Cosmido: vector de clonacion, usado en la elaboracion de genotecas, que permiten la
introduccion de insertos de DNA de hasta 45 kb.
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DNA complementario (cDNA): ADN sintético transcrito a partir de un RNA especifico
por la accion de la transcritptasa inversa.

Diploide: Dotacion cromosémica consistente en la presencia del nimero total de
cromosomas en una célula somatica.

Dominio: Regidn especifica o secuencia de aminoacidos de una proteina, que estd asociada
a una funcion determinada o al segmento de ADN correspondiente.

Electroforesis en gel: técnica para la separacion de moléculas segun la movilidad de estas
debido a la aplicacion de un campo eléctrico a través del gel en una direccidn determinada.

Endonucleasa de restriccion: aquella que puede reconocer una secuencia caracteristica de
nucleotidos dentro de una molécula de ADN y cortarlo en ese punto en concreto.

Enzima: proteina que cataliza las reacciones bioguimicas del metabolismo.

Etileno: Es un compuesto quimico organico formado por dos &tomos de carbono enlazados
mediante un doble enlace, regula muchos aspectos de la planta, como el desarrollo y la
senescencia. Esta involucrado en procesos tales como respuesta al ataque de patdgenos,
heridas, estrés por inundamiento, etc.

Exo6n: Secuencia codificante de ADN.

Fitohormonas: Hormonas, naturales o sintéticas, que intervienen en el desarrollo de las
plantas, promoviendo o inhibiendo determinados procesos.

Gel: sistema coloidal donde la fase continua es sélida y la dispersa es liquida
Gen: Unidad basica de la herencia que consiste en un segmento de ADN que codifica una
proteina especifica o un segmento de una proteina (0 una molécula de ARN) con una

caracteristica o funcion determinada.

Genoma: Conjunto de los genes de un individuo 0 una especie contenida en un juego
haploide de cromosomas.

Familia génica: Conjunto de genes en un mismo genoma que descienden del mismo gen
ancestral.

Gen: Segmento de ADN compuesto de una region que se transcribe y de una secuencia
reguladora que hace posible la transcripcion.

Gen estructural: Parte de un gen que codifica la secuencia aminoacidica de una proteina.

Haploide: La mitad del nimero diploide o normal de cromosomas en una célula somatica.
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Hibridacion: proceso por el cual se combinan dos cadenas de &cidos nucleicos
antiparalelas y con secuencia de bases complementarias, en una unica molécula de doble
cadena, que toma la estructura de doble hélice, donde las bases nitrogenadas quedan ocultas
en el interior.

Homologia: Cuando dos o mas proteinas o acidos nucleicos son similares entre si debido a
que presentan un mismo origen evolutivo.

Intron: Secuencia no codificante de ADN que se transcribe a ARN mensajero (ARNm) en
su estado inmaduro, pero es escindida del mismo al transformarse en ARNm maduro antes
de la traduccion.

Isoformas: Productos proteicos distintos creados a partir del mismo.

Kilobase: 1.000 pares de bases de ADN o de ARN .

Locus: Lugar o localizacién fisica de un gen especifico en un cromosoma.

Marcador: Segmento identificable de ADN que presenta una longitud polimérfica en la
poblacion.

Miniprep: extraccion de ADN de naturaleza plasmidica de un cultivo bacteriano.

PCR (Polymerase chain reaction): Procedimiento que genera millones de copias de un
segmento corto de ADN mediante ciclos repetidos de desnaturalizacién del ADN.

Plasmidos: moléculas de ADN extracromosomico circular o lineal que se replican vy
transcriben independientes del ADN cromosémico.

Secuencia consenso: Secuencia nucleotidica de un segmento de ADN que estd en
concordancia con la mayoria de las secuencias del mismo segmento de diferentes
individuos.

Sitio de restriccion: secuencia de ADN que es reconocida por una endonucleasa como el
lugar en el que se cortara el ADN.

Sonda: secuencia especifica de ADN o ARN prefabricada, que se marca con uno de los
diversos métodos disponibles y se utiliza para detectar la presencia de una secuencia
complementaria cuando se une (hibrida) a ella.

Southern blot: Técnica de analisis de genética molecular que se utiliza para detectar

diferencias en la longitud de los fragmentos de ADN tras ser digeridos por enzimas de
restriccion.
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Termolabil: Se aplica a las sustancias que se alteran al estar expuestas a ciertas
temperaturas.

Valor C: Se refiere al tamafio del genoma de cualquier organismo. EI genoma nuclear es el
complemento génico total del nucleo de eucariontes. El tamafio gendmico usualmente se
expresa en pares de bases nucleotidicas (pb) o en picogramos (1 pg. = 10-12 g.). Para la
comparacion entre genomas usualmente se utiliza como referencia la cantidad haploide de
DNA (C) presente en la especie en estudio. No hay relacion entre el tamafio del genoma de
un organismo y su complejidad.

Vector de clonacidon: agente que transfiere informacion genética, por algin medio, de un
organismo a otro.

YAC (Yeast artificial chromosome): forma parte de los vectores de clonacion de alta
capacidad.
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