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RESUMEN

El amaranto o Amaranthus es un género de plantas herbaceas y anuales perteneciente a la
familia Amaranthaceae, que comprende mas de 70 géneros y aproximadamente 80 especies.
Hasta ahora se ha reportado que Amaranthus hipochondriacus cuenta con 12.9% de
proteinas, y concentraciones elevadas de lisina aproximadamente 6.1g/ 100 g de proteina;
aminoacido esencial que estd en baja proporcion en otros cereales, lo cual confiere al
amaranto un alto valor nutricional. Dicha caracteristica y debido a los cambios en los habitos
alimenticios de la poblacion, permiten centrar la atencion al estudio del grano de amaranto.
Para este cultivo no existen estudios detallados en los que se describan los mecanismos
genéticos y moleculares que regulan el desarrollo de la semilla, por lo cual en el presente
trabajo se tiene como objetivo estudiar la funcién de ROS1 (Represor of silencing 1) y SPL12
(Squamosa Pormoter Like 1) en Amaranto, los cuales desempefian una funcion importante
durante el desarrollo de la semilla Arabidopsis thaliana y a su vez regulan a diversos genes
como DEMETER encargado de llevar a cabo la desmetilacion de las primeras etapas de la

formacion de la semilla.

En este trabajo, se analizé la expresion relativa del gen AmROS1 y AmSPL12 mediante
andlisis de RT-PCR tiempo real en diferentes tejidos. Tépalo y 6évulo antes de fecundacién
presentaron mayor expresion de ambos genes AmMROS1 y AmSPL12, lo cual sugiere que
ambos podrian ser determinante en las etapas de diferenciacion del gametofito femenino y
por lo tanto de la semilla de Amaranto, asi como que estos podrian estar relacionados. Una
vez que se determind la expresion de AmROS1 y AmSPL12, para realizar un estudio detallado
de las etapas y células donde se expresan, se disefié una sonda de hibridacion, la cual clon6

en el vector pPGEM®-T Easy Y se utilizara para el analisis de hibridacion in situ.

Para el analisis de funcion el gen AmROS1, se decidié realizar una construccion para la
sobreexpresion de AmROS1 mediante la clonacion en el vector pBin35S, el cual contiene el
promotor constitutivo 35SCaMV. Para esto, se obtuvo el cDNA de AMROS1y AmSPL12 para
su sobreexpresion en plantas de Arabidopsis thaliana y de esta manera analizarlo durante el
desarrollo de la semilla. Ademas, una vez que se tenga la linea sobreexpresante de AmROS1
y AmSPL12, se analizara la expresion del gen DEMETER para estudiar su regulacion por
AmROSI1.



SUMMARY

Amaranth or Amaranthus is a genus of herbaceous and annual plants belonging to the
Amaranthaceae family, comprising more than 70 genera and approximately 80 species. Until
now it has been reported that Amaranthus hypochondriacus has 12.9% protein, and high
concentrations of lysine approximately 6.1g / 100g of protein; Essential amino acid that is in
a low proportion in other cereals, which gives amaranth a high nutritional value. This
characteristic and due to the changes in the eating habits of the population, allow us to focus
our attention on the study of the amaranth grain. For this crop, there are no detailed studies
that describe the genetic and molecular mechanisms that regulate seed development, for
which reason the present work aims to study the function of ROS1 (Repressor of silencing 1)
and SPL12 ( Squamosa Pormoter Like 1) in Amaranth, which play an important role during
the development of the Arabidopsis thaliana seed and in turn regulate various genes such as

DEMETER in charge of carrying out the demethylation of the first stages of seed formation.

In this work, the relative expression of the AmROS1 and AmSPL12 gene was analyzed by
real-time RT-PCR analysis in different tissues. Tepal and ovule before fertilization showed
higher expression of both AmMROS1 and AmSPL12 genes, which suggests that both could be
determinant in the differentiation stages of the female gametophyte and therefore of the
Amaranth seed, as well as that these could be related. Once the expression of AmMROS1 and
AmSPL12 was determined, in order to carry out a detailed study of the stages and cells where
they are expressed, a hybridization probe was designed, which was cloned in the pPGEM®-T

Easy vector and used for the analysis hybridization in situ.

For the analysis of the function of the AmMROSL1 gene, it was decided to make a construction
for the overexpression of AmROS1 by cloning it into the vector pBin35S, which contains the
constitutive 35SCaMV promoter. For this, the cDNA of AmROS1 and AmSPL12 was obtained
for its overexpression in Arabidopsis thaliana plants and thus analyzed during seed
development. Furthermore, once the overexpressing line of AmMROS1 and AmSPL12 is
obtained, the expression of the DEMETER gene will be analyzed to study its regulation by
AmROS1.



I. ANTECEDENTES

1.1 Amaranto

1.1.1 Taxonomia y caracteristicas botanicas

El Amaranto pertenece a la familia de las Amaranthaceae y del género Amaranthus (Tabla
1). Esta familia comprende 60 géneros y cerca de 80 especies. Las especies mas importantes
y conocidas son: Amaranthus caudatus L, Amaranthus hypochondriacus L, Amaranthus
cruentus L., Amaranthus hybridus L, Amaranthus tricolor L, Amaranthus blitum L.,
Amaranthus virides L, de las cuales Amaranthus hypochondriacus L, Amaranthus caudatus
L y Amaranthus cruentus L son las principales especies productoras de grano (Sauer, 1967,
Feine et al., 1979).

El amaranto es un grano muy versatil que se cultiva en una amplia gama de condiciones
agroclimaticas; presenta gran tolerancia a la sequia, el calor y las plagas, y se adapta
facilmente a nuevos entornos, incluidos algunos que son inhdspito para los cultivos de

cereales convencionales (Kaur et al., 2010).

El amaranto es una especie anual, herbécea o arbustiva de diversos colores que van del verde
al morado o pdrpura con distintas coloraciones intermedias. La raiz es pivotante con
abundante ramificacion y multiples raicillas delgadas, que se extienden rapidamente después
que el tallo comienza a ramificarse, facilitando la absorcion de agua y nutrientes, la raiz
principal sirve de sostén a la planta, permitiendo mantener el peso de la panoja. El tallo es
cilindrico y anguloso de 0.4 a 3 m de longitud, cuyo grosor disminuye de la base al apice,
presenta distintas coloraciones que generalmente coinciden con el color de las hojas, aunque
en muchos casos empiezan desde la base o a media altura y que se originan de las axilas de
las hojas (Kaur et al., 2010).

Tapia (1997) menciona que las hojas son pecioladas, sin estipulas de forma oval, eliptica,
opuestas o alternas con nervaduras prominentes en el envés, lisas 0 poco pubescentes de color
verde o purpura cuyo tamafo disminuye de la base al apice, presentando borde entero, de
tamanio variable de 6.5 m a 0.15 m. La inflorescencia del amaranto corresponde a panojas
amarantiformes o glomeruladas muy vistosas, terminales o axilares, con colores que van del

amarillo, anaranjado, café, rojo, rozado, hasta el parpura; el tamafio varia de 50 a 90 cm.



Las plantas por el tipo de polinizacion son predominantes autdgamas, variando el porcentaje
de polinizacion cruzada con los cultivares. El fruto es una cépsula pequefia que
botanicamente corresponde a un pixidio unilocular, la que a la madurez se abre
transversalmente, dejando caer la parte superior llamada opérculo, para poner al descubierto
la inferior llamada urna, donde se encuentra la semilla. Siendo dehiscente por lo que deja
caer facilmente la semilla (Sanchez, 1980). La semilla es pequefia, lisa, brillante de 1 a 1.5
mm de didmetro, ligeramente aplanada, de color blanco, aunque existen de colores
amarillentos dorados, rojos, rosados, purpuras y negros; el nimero de semillas variade 1 a 3
kg (Nieto, 1990). Las especies silvestres presentan granos de color negro con la episperma
muy dura. En el grano se distinguen cuatro partes importantes: episperma que viene a ser la
cubierta seminal, constituida por una copa de células muy finas, endospermo que viene a ser
la segunda capa, embridn formado por los cotiledones que es la mas rica en proteinas y una

interna llamada perisperoa, rica en almidones.

Tabla 1 Clasificacién botanica del amaranto

Reino Vegetal

Division Embryophyta
Siphonogama

Subdivision Angiospermae
Clase Dicotyledonae
Subclase Archiclomidae
Serie Centrospermae
Familia Amaranthaceae
Género Amaranthus
Especies cultivadas hypochondriacus,
para grano cruentus y caudatus

(Tapia, 1997)



1.1.2 Composicion quimica de la semilla de amaranto

En la Tabla 2 se puede observar la composicion quimica de la semilla de amaranto y su valor
nutricional de las cuales podemos destacar que posee entre 12 al 19 g de proteina valor
superior a todos los cereales en listados en la tabla; también se destaca por su contenido de

calcio que va entre 130 a 164 mg que mayor que los valores reportados para el trigo y el arroz

(National Research Council, 1984).

Tabla 2 Valor nutritivo de la semilla cruda de amaranto comparado con cereales comunes (gr /100 gr)

Maiz

Amaranto| Arroz Trigo amarillo Avena | Quinoa
dieféitti’:: @ | 145 6.5 10.7 9.4 16.9 5.2
Proteina (g) 12.9 2.8 12.7 7.3 10.6 11.7
Lipidos (g) 6.5 0.5 2 4.7 6.9 6.3
Carb‘(’g‘)idrato 66.2 792 | 754 | 743 66.3 68
Calcio (mg) 153 3 34 7 54 148.7
Hierro (mg) 7.6 4.23 5.4 2.7 4.7 13.2
Calorias 374 358 340 365 389 399
(kcal)

En la semilla de amaranto el carbohidrato principal es almidon y se han encontrado pequefias

(National Research Council, 1984)

cantidades de sacarosa y rafinosa (Becker et al., 1981).

Se ha sefialado que la mayor parte de los lipidos en amaranto se encuentran en la fraccion
testa-embrion (25% del peso de la semilla) (Betschart et al., 1979b; Becker et al., 1981). La
fraccion lipidica de los granos de amaranto es similar a otros cereales, consiste

principalmente en acidos grasos insaturados, como &cido linoleico siendo este el acido graso

predominante.




El aceite que se obtiene del grano de amaranto contiene una cantidad significativa (8%) de
escualeno y tiene el potencial de reemplazar otras fuentes de escualeno como el aceite de
higado de ballena. La importancia de este aceite es porque actiia como anticancerigeno y se
ha atribuido a su capacidad para reducir los niveles de colesterol inhibiendo su sintesis en el
higado (Kaur et al., 2010).

En minerales y vitaminas el amaranto tiene mayor contenido de sodio que otros cereales,
mientras que el contenido de potasio esta en niveles competitivos. El alto nivel de calcio (6.5
mg/100g) en el amaranto sugiere que el acido fitico puede estar como una sal de calcio
insoluble en la semilla (Becker et al., 1981). Estudios analiticos de la semilla muestran que
la riboflavina y &cido ascorbico se encuentran en cantidades mayores a las reportadas para
trigo, la riboflavina, niacina, vitamina C y tiamina se distribuyen principalmente en la testa
de la semilla. El caroteno esta ausente en el grano de amaranto (Becker et al., 1981; Singhal
y Kulkarni, 1988).

1.1.3 Calidad bioldgica de proteinas

Las semillas amarillas de A. hypochondriacus y las semillas de color negro de A. caudatus
tienen contenidos similares en algunos de los diferentes aminoacidos. En general el amaranto
tiene niveles aceptables de aminoacidos azufrados y niveles altos de aminoacidos como
metionina y lisina (Tabla 3). Este ltimo corresponde a casi el doble de lo que contiene el
maiz y trigo algo menos que lo encontrado en frijol (Downton, 1973; Senft, 1979; Vietmeyer,
1982; Duarte-Correa et al., 1986; Pedersen et al., 1987a). Pedersen et al., (1987) reportan
que la treonina es el primer aminoacido limitante seguido por leucina, valina y metionina.
Sin embargo, parece que las proteinas de amaranto cumplen satisfactoriamente con los
requerimientos de aminoacidos esenciales de acuerdo a los estandares para adultos
reportados por los organismos FAO/WHO/UNU (1985).



Tabla 3 Composicion de aminoacidos esenciales (g/100 g de proteina).

Patron de referencia
Aminoéacido | Amaranto|Maiz | Trigo | FAO/OMS/UNU, 1985
Adultos/Nifios
Isoleucina 4 35 3.9 1.3 4.6
Leucina 6.2 12.4 7.3 1.9 9.3
Lisina 6.1 3 3 1.6 6.6
Metionina 2.3 2 1.7 .
1.7 4.2
Cisteina 3.9 2.3 2.6
Fenilalanina 4.8 4.4 4.8 .
1.9% 7.2
Tirosina 4.3 3.3 2.5
Treonina 4.6 3.3 2.8 0.9 4.3
Valina 4.4 49 4.9 1.3 55
Tript6fano 1.3 0.7 1.2 0.5 1.7

*1= metionina + cisteina; *=fenilalanina + tirosina. (Paredes et al., 2006; Bourges et al., 2009)

1.1.4 Importancia econémica

En México se cultivan 11 especies de amaranto, de las cuales las especies Amaranthus
hypochondriacus L., y Amaranthus cruentus son originarias del territorio nacional (Velasco
& Villela, 2016)

La produccién de amaranto en su mayoria se localiza en la meseta central: Puebla con el
33.43%, Morelos 4.60%, Tlaxcala 53.61%, CDMX 2.46 %, Estado de México 4.59%,
Oaxaca 1.04% y Guanajuato con 2%. En el reporte de produccién anual por cultivos
publicado por el servicio de informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el 2015
Guanajuato tuvo una produccion de 22 toneladas anuales y en produccion anual México
produjo 8522 toneladas (Tabla 4).



Tabla 4 Principales estados productores de amaranto en México

Produccion

Estados (ton)

Tlaxcala 1118

Puebla 3155
Estado de México 854
CDMX 140
Morelos 24
Guanajuato 22

Total Nacional 5313

(SIAP, 2015)

A nivel mundial, China es el principal productor de amaranto con 150,000 hectareas
sembradas. Le siguen India y Per con 1,800 has., México con 900 has. y Estados Unidos
con 500 has. En cuanto a participacion en el mercado de exportaciones, Argentina representa
el 49%, Peru el 45.24% y México solamente tiene el 3.02% seguido de Bolivia con 0.36% y
Ecuador con 0.25% (Martinez, 2016).

1.2 Amaranthus hypochondriacus

1.2.1 Variedad revancha

Espitia (1991b) en México, desarrollo la variedad mejorada Revancha que corresponde a
Amaranthus hypochondriacus y derivada de la raza Mercado cuyas principales caracteristicas
son: alto potencial de produccion de grano (4,518 kg ha-1), con 131 dias de periodo
vegetativo, altura de planta adecuada para la mecanizacion del cultivo (137 cm) y

uniformidad de maduracion (Fig. 1A).

Se caracteriza por su pigmentacion en la raiz, en el hipocotilo y en la base del tallo, el resto
de la planta es de color verde. La inflorescencia es de color indeterminado con ramificaciones
cortas, las flores tienen bracteas cortas, por lo que presentan el tacto espinoso como las

variedades criollas. La semilla es de color blanco marfil y ligeramente aplanada (Fig 1C). Es
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una variedad de ciclo vegetativo intermedio, la madurez fisiologica ocurre en promedio en
180 dias, esta variedad es de porte intermedio, su altura varia de 101 a 162 cm, segun el
manejo agrondémico del cultivo. Los beneficios que presenta son un alto rendimiento de
grano, uniformidad en la madurez, uniformidad en altura de planta, sustentabilidad de cultivo
y aptitud para la cosecha mecanica. La variedad Revancha puede ser utilizada en la
elaboracion de dulces y cereales, en harinas se puede utilizar en la elaboracion de
concentrados 34 proteinicos, atole, leche etc. EI &mbito de aplicacion son los valles altos de

los estados de Hidalgo, Estado de México, Puebla y Tlaxcala, comprendidos en la zona

templada con altura mayor a los 2240 mm y con precipitaciones de 350 a 800 mm.

Figura 1 Morfologia A. hypochondriacus variedad Revancha. A) Inflorescencia; B) Estructura floral; C)

conformacion de la estructura floral.

1.3 Desarrollo del gametofito femenino y embrion en Amaranthus hypochondriacus
L

1.3.1 Megasporogénesis y megagametogénesis

La megasporogénesis comienza cuando en la region apical de la nucela una célula
subepidérmica se diferencia en la célula arquesporial (AR), que daréa lugar a la célula madre
de la megaspora (MMC). Despues la MMC sufre meiosis, que da lugar a cuatro células
megasporas haploides. Al final de la meiosis, las megasporas ubicadas en el extremo calazal
mueren, mientras que micropilar se convierte en la megaspora funcional (FM) que a
diferencia de la planta modelo Arabidopsis thaliana la megaspora funcional se desarrolla en
el extremo calazal. (Fig. 2A) (Barrales-Lépez, 2018).

La megagametogénesis comienza cuando la FM se agranda, iniciando el desarrollo del
gametofito femenino. Esta etapa es llamada la fase coenocitica inicial, en la que ocurren tres



rondas de mitosis sin citoquinesis. Esta fase comienza como un gametofito femenino
mononuclear que sufre una division nuclear seguida de la aparicién de una gran vacuola. Los
dos ndcleos resultados de esta division migran a los polos opuestos. La segunda ronda de

division nuclear ocurre, resulta en dos nucleos en cada polo (Barrales-Lopez, 2018).

Después de una tercera y ultima division nuclear, un nacleo de cada polo migra a la zona
central para formar la célula central binuclear. Durante la formacion de células en el extremo
chalazal, el primer evento de celularizacion se observa en dos de los ndcleos y en el
gametofito femenino maduro, las células de la etapa tres se diferencian como células
antipodas (AN). En el polo micropilar se formaron los dos sinérgicos (SY) y el évulo. Una
de las células sinérgicas sufre una muerte celular programada antes que el tubo polinico
alcance el micropilo. En la etapa inicial del desarrollo, los dos ndcleos polares se fusionaron,
dando lugar a la célula central diploide (CC) y la célula central es la célula méas grande del

gametofito femenino (Barrales-Lopez, 2018) (Fig. 2B).

3
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Figura 2 Megasporogénesis y megagametogénesis en Amaranthus hypochondriacus. A) Primeras etapas

de megasporogénesis que muestra células de arcosporas (AR), células madre de megasporas (MMC), tétrada
de megasporas (Me), megaspora funcional (FM) y células de megasporas degeneradas (DM). B) detalle del
gametofito femenino maduro con antipodas (AN), células de huevo (EC), células sinérgidas (SY), célula central

(CCN), Integumento externo (Ol), integumento interno (1) (Barrales-Lopez, 2018).



1.3.2 Embriogénesis

Después de la doble fecundacion, la etapa inicial se caracteriza por una rapida division celular
y la segregacion de los mecanismos de desarrollo en el cigoto formado por el embrién y el
suspensor. La célula de huevo fecundada comienza a alargarse y diferenciarse en el cigoto.
La primera division del cigoto es transversal y da origen a una célula basal y una célula apical,

que se convierten en el suspensor y embridn, respectivamente (Barrales-L6pez, 2018).

El suspensor experimenta divisiones celulares en la etapa de cuatro células antes de que el
proembridn lineal sufra su primera division. EI endospermo y el perispermo se diferencian
en esta etapa formando la estructura que permite el crecimiento del embrion (Fig. 3). La
primera division embrionaria es longitudinal, mientras que la segunda division embrionaria
es transversal; la hipofisis se define cuando el suspensor esté en la etapa de las siete células
(Barrales-Lopez, 2018).

La division celular y la diferenciacion continua en el embrion propio, que se convierte en un
embrion globular temprano a tardio. Tras la etapa de cuatro células el embrion sufre otra
division para formar la etapa octante, y con esto comenzar la etapa globular temprana. Se
observan divisiones de células periclinales en la etapa globular mediay se produce la primera
division de la hipdéfisis. Entonces la hipofisis da lugar a dos pequefias células con forma de
lente durante la etapa globular tardia del embridon. Al final de la etapa globular el embrién ha
sufrido divisiones celulares periclinal y anticlinal, y continua en transicion de la etapa al
embrion cardiaco. El endospermo muestra un tipo helobial y la presencia de una estructura
que funciona como un andamio para el posicionamiento de los ndcleos libres
(Drews & Koltunow, 2011; Barrales-Lépez, 2018).

En la etapa globular tardia hay una transicion de una forma globular a una polarizada en
forma de corazon, que es causado por el crecimiento diferencial del dominio apical para
formar los primordios de cotiledon y el meristemo de los brotes. En la etapa del corazon el

embrion ya ha diferenciado la mayoria de los tejidos y tipos de células. Durante el torpedo

la etapa en que se ha consumido el endospermo. En la etapa temprana del cotiledéon el
embrion muestra meristemos bien diferenciados de brotes y raices. En la etapa de maduracion
el embrién aumenta draméaticamente en tamafio debido a la expansion celular y la

acumulacién de productos de almacenamiento, principalmente en los cotiledones. El
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endospermo esta casi consumido; sin embargo, el perispermo se mantiene, quizas
manteniendo la nutricion y proporcionando un espacio adecuado para el crecimiento del

embrion maduro (Drews & Koltunow, 2011; Barrales-Lopez, 2018).

Figura 3 Etapas embriogénesis en Amaranthus hypochondriacus. Etapas de division celular y diferenciacion
en el embrion. A) Cigoto, B) Etapa 1 célula, C) Etapa 7 células, D) Etapa globular temprana, E) Transicion de
etapa globular a corazon, F) Etapa de corazdén, G) Etapa de torpedo, H) Cotiledén etapa temprana, 1) Etapa de

maduracién, J) Embrion maduro (Barrales-Lopez, 2018).

1.4 Regulacion en el desarrollo del gametofito femenino y la semilla

1.4.1 Regulacién de la megasporogénesis

En Arabidopsis y en la mayoria de las otras especies, la célula madre de la megasporas
(CMM) se desarrolla a partir de una célula sub-epidérmica dentro de un évulo primordial
joven (Fig. 2A). La mayoria de los primordios de évulos contienen una sola células madre
del megaspora. Sin embargo, 5-6% de 6vulos en Arabidopsis forman células agrandadas
adicionales. Estas células agrandadas se parecen a células madre de megasporas, pero solo
una célula sufre los sucesos posteriores de la megasporogénesis. y megagametogénesis
(Drews & Koltunow, 2011).

Estudios recientes en Arabidopsis, arroz y maiz han identificado un grupo de genes que

promueven el desarrollo de células madre megasporas. Algunos de los genes identificados
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en Arabidopsis incluyen a NOZZLE / SPOROCYTELESS, WUSCHEL (WUS), WINDHOSE1
(WH1), WH2 y TORNADO? (TRN2) (Lieber et al., 2011); en arroz AT LEPTOTENE (MEL1)
(Nonomura et al., 2007) y en de maiz ARGONAUTE104 (AGO104) (Singh et al., 2011).

En la seleccion de la megaespora funcional se identificaron genes involucrado en la
restriccion del nimero de células madre de megasporas a solo una por 6vulo, en maiz MAC1
(Sheridan et al., 1999), en arroz SPOROCYTE1 MULTIPLE (Nonomura et al.,2003) y
OsTDL1A (Zhao et al., 2008).

La formacion de megasporas a partir de células somaticas en Gvulos pre-meidticos esta
activamente reprimida por ARGONAUTE9 (AGQO9), ARN POLIMERASA DEPENDIENTE
DE ARN 6 (RDR6) y el SUPRESOR DE SILENCIACION DE GENES3 (SGS3) en
Arabidopsis (Olmedo-Monfil et al., 2010), y DOMINIOS
METHYLTRANSFERASEFERASE103 (DMT103) en maiz (Garcia-Aguilar et al., 2010).

En maiz DMT103 parece desempefiar un papel en la regulacion de la formacion del
gametofito femenino y en la restriccion del destino celular en el 6vulo para que se forme un
solo gametofito. EI gen ANTIKEVORKIAN (AKV) en Arabidopsis esta involucrado en la
regulacién de la supervivencia de las megasporas, ya que el 10% de los 6vulos mutantes de

akv contienen las cuatro megasporas (Yang & Sundaresan, 2000).

1.4.2 Regulacién de la megagametogénesis

RBR es un regulador del ciclo celular que inhibe entrada a este mediante la represion de los
factores de transcripcion E2F, que activan los genes requeridos para la transicion G1 / S.
RBR tiene funciones adicionales durante el desarrollo de gametofito femenino ya que las
lineas mutantes no expresan o expresan incorrectamente varios marcadores especificos de
estas etapas de desarrollo, lo que sugiere que RBR también se requiere para la diferenciacion
de las células del gametofito femenino. La expresion errénea de los genes se debe en parte a
la inhibicion de RBR (y MSI1) y la expresién del ADN METHYLTRANSFERASAL (MET1),
MET1 es responsable del mantenimiento de la metilacion del gen inhibitorio y la ausencia de
MET1 (junto con la actividad DME) conduce a la eliminacion de las marcas de metilacion
silenciadoras y a la activacion de la expresion génica (por ejemplo, FIS2 y FWA) (Johnston
& Gruissem, 2009).
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La proliferacion nuclear durante la megagametogenesis también puede ser regulado por IG1
y AGL23. El fenotipo de igl sugiere que 1G1, como RBR, puede funcionar para restringir la
extension de la proliferacion nuclear durante la megagametogénesis. La fase de proliferacion
nuclear de la megagametogénesis es afectada por mutaciones a varias remodelaciones de
cromatina o factores modificadores de la histona, incluyendo CHR11 proteina remodeladora
de cromatina, HAM1 y HAM2 genes que codifican histonas acetiltransferasas (HAT)
(Latrasse et al., 2008).

Un grupo de genes necesarios para la especificacion o diferenciacion celular durante el
desarrollo de gametofito femenino han sido identificado estos incluyen MYB98 para la
diferenciacion de las células sinérgidas, AGL80 y AGL61 para el desarrollo de células
centrales en Arabidopsis y DMT102 requerido para el desarrollo antipodas en maiz (Garcia-
Aguilar et al., 2010).

1.4.3 Regulacién en el inicio del desarrollo de la semilla

Para iniciar el desarrollo de semillas se requieren gametofitos femeninos en estadio maduro
y durante la doble fecundacion. En Arabidopsis, la célula central no fecundada contiene un
conjunto de proteinas que suprime el desarrollo del endospermo hasta que se produce la
fertilizacion. Estas proteinas forman parte de un complejo denominado complejo FIS
(FERTILIZATION INDEPENDENT SEED). Ademés de esta funcion durante la pre-
fecundacién, el complejo FIS también tiene varias funciones post-fecundacién en el
endospermo, incluida la impronta génica. EI complejo FIS regula la trimetilacion de la lisina
27 en la histona H3 (H3K27), que esta asociada compactacion de la cromatina y
silenciamiento génico. Si la metilacion del H3K27 mediada por FIS interviene en el
silenciamiento de los genes del endospermo, entonces estas marcas de histonas deben

revertirse en la fecundacién (Guitton & Berger, 2005).

1.5 Metilacion del ADN

La metilacion es un proceso de modificacion de caracter reversible que experimenta el ADN
después de ser sintetizado mediante la conversion enzimatica de los desoxirribonucle6tidos
a metildesoxirribonucleétidos (Razin & Riggs, 1980). Todas las bases nitrogenadas del ADN

pueden metilarse en diferentes posiciones, aunque la base que con mayor frecuencia aparece
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metilada es la citosina en su posicion 5. En los animales la metilacion es de aproximadamente

8 %, mientras que en plantas puede llegar normalmente hasta un 30% (Leal et al., 1998).

Los patrones de metilacion durante la replicacion del ADN se mantienen estables y se ha
podido precisar que los sitios metilados estan sobre ambas cadenas y que, ademas, al parecer
se heredan de forma clonal. Los patrones de metilacion dependen también de la actividad
metilante de la célula y se han sugerido dos tipos de actividad metilante: de novo y de
mantenimiento. La metilacion de novo afiade grupos metilo en posiciones totalmente nuevas,
pudiendo cambiar el patron de metilacion en una region localizada dentro del genoma. La
actividad de la metilasa de mantenimiento actlia inmediatamente después de la sintesis del
ADN y adiciona grupos metilos a sitios hemimetilados (metilados en una sola cadena), es

decir, a la nueva cadena recién sintetizada.

La reaccién de metilacion del ADN es catalizada por las ADN metiltransferasas e involucra
la transferencia del grupo metilo de la S adenosil- L-metionina al carbono 5 de la citosina y
la especificidad de estas enzimas afecta a la metilacion en contextos de secuencia
particulares, la mayor parte de la metilacion en los dinucleétidos CG es catalizada por el
ADN METHYLTRANSFERASEASE1 (MET1) (Kankel et al., 2003). La metilacion en el
contexto CHG esta mediada por CHROMOMETHYLASE3 (CMT?3) (Lindroth et al.,2001).
Este es simétrico y puede potencialmente regenerarse mediante un mecanismo
semiconservador. La metilacién en el contexto CHH no simétrico se debe en gran medida a
las actividades de DRM1 y DRM2 con alguna contribucion de CMT3 (Bartee et al., 2001;
Cao & Jacobsen, 2002).

La metilacion del ADN constituye un marcador epigenético que identifica la cadena molde
durante la replicacion del ADN vy el origen parental de regiones impresas, regula a los
transposones, la impronta genémica y la expresion génica (Bird & Wolffe, 1999; Costello &
Plass,2001; Paulsen & Ferguson-Smith,2001; Bird,2002). Generalmente la metilacion en
elementos reguladores de los genes tales como promotores, potenciadores, aislantes y
represores suprime su funcion (Wolffe & Matzke, 1999; Bird & Wolffe, 1999; Nakao, 2001).
La metilacion en regiones no codificantes, como la heterocromatina centromérica, parece ser

crucial para mantener la conformacion e integridad de los cromosomas (Nakao, 2001;
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Bird,2002). También se ha sugerido que la metilacién constituye un mecanismo de defensa

del genoma contra elementos genéticos moviles (O'Neill et al., 1998; Bird, 2002).

El nivel de metilacion se controla dinamicamente por establecimiento, mantenimiento y
eliminacion de citosina metilacion (desmetilacion del ADN), la relacion entre estos dos
procesos opuestos es la que promueve las bases para la formacion de los patrones de

metilacion correctos para cada tejido (Han et al.,2019).
1.6 Desmetilacion del ADN

La desmetilacién del ADN ocurre por un proceso pasivo o activo. La desmetilacion pasiva
se refiere a la pérdida de metilacion del ADN durante la replicacion de este debido a la
reduccion o inactivacion de enzimas que contribuyen al ADN metilacion (Zhu,2009).

En Arabidopsis, la reduccion en la expresion de los componentes de la via de metilacion del
ADN dirigida por ARN (RdDM) durante la gametogénesis masculina da como resultado la
desmetilacién pasiva del ADN en la célula vegetativa (Slotkin et al., 2009). Del mismo modo,
la desmetilacion pasiva del ADN también puede ocurrir en la célula central durante el
desarrollo del gametofito femenino y el mantenimiento de la represion transcripcional
mediante el ADN metiltransferasa MET1 se encontrd que esta asociado con la desmetilacion

del ADN de todo el genoma en la célula central (Jullien et al., 2008).

La desmetilacion activa del ADN implica la participacion de enzimas que se encargan de
remover la citosina metilada. En las plantas, este proceso es iniciado por una familia de ADN
glucosilasas, incluida Demeter (DME), represor de silenciamiento 1 (ROS1), Demeter-like 2
(DML2) y Demeter-like 3 (DML3) y el mecanismo de reparacion por escision de base (BER)
completa el proceso (Penterman et al., 2007; Zhu 2009). La desmetilacion de ADN activa no
solo es crucial para la reprogramacién de todo el genoma, sino también para la activacion de

genes especificos durante el desarrollo de la planta (Hsieh et al., 2009).

Un ejemplo de la participacion de la desmetilacion en el desarrollo de la planta es la célula
central; la célula central es critica para el desarrollo de la semilla despueés de la fecundacion
porque las semillas con un alelo mutante dme materno abortan el desarrollo y son inviables.
La expresion de DME no se detecta en el polen, y la herencia de un alelo dme mutante paterno

no afecta el desarrollo de la semilla. Debido a que el DME se expresa en la célula central, y
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no en el polen, el endospermo hereda los genomas con diferentes estados epigenéticos, lo
cual es critico para el establecimiento de los patrones de metilacion (Fig. 4) (Baue & Fischer,
2011).

Sequence Repeats
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RdDM/de novo n
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Figura 4 Modelo de desmetilacién en el gametofito femenino. DME elimina la metilacién del ADN en la
célula central, lo que hace que los genes metilados comiencen a expresarse. Muchos sitios desmetilados también
son secuencias repetitivas y elementos transponibles. La desmetilacion de los loci fuente de ARNip, incluido el
ADN repetitivo y los elementos transponibles, se expresaria. La ruta RdDM procesa estos ARN para ARNSsi y
guiaria la metilacién de novo. Los ARNip también podrian trasladarse al embrién, donde la via RADM puede
reforzar el silenciamiento del elemento transponible y otras secuencias de ADN repetitivas. AC, células
antipodales; CE, 6vulo; SC, células sinérgicas (Baue & Fischer, 2011).

DME, ROS1, DML2 y DML3 son ADN glucosilasas bifuncionales, capaces de hidrolizar el
enlace N-glicosidico entre la base y su residuo de desoxirribosa e escindir el esqueleto de
ADN en el sitio abasico. Esto elimina citosina metilada independientemente de su contexto
de secuencia y generar una brecha de un solo nucleésido (McCullough et al., 1999; Choi et
al., 2002; Gong et al., 2002).

La reaccion de eliminacion B crea una brecha con aldehido 3'-fosfo-a, B-insaturado (3'-PUA),

mientras que la reaccion de eliminacion de 6 crea una brecha con un 3'-fosfato terminal (Fig.
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5) (Agius et al.,2006; Morales-Ruiz et al., 2006; Lee et al., 2014). Tanto ¢l 3'-fosfato como
el 3’-PUA deben convertirse a 3’-hidroxilo (3'-OH) para que el ADN polimerasa y ligasa
puedan llenar el vacio. Un ADN de dedo de zinc 3'-fosfoesterasa (ZDP) convierte el grupo
3'-fosfato a un grupo 3’-OH (Jilani et al., 1999; Martinez-Macias et al., 2012). Proteinas
apurinicos / apirimidinicos (AP) similares a la endonucleasa APE1L, APE2 y Proteina redox
endonucleasa apurinica en Arabidopsis, APELL puede procesar potentemente 3'-PUA para
generar 3'-OH (Lee et al., 2014; Li et al., 2015a). Si bien la ADN polimerasa responsable de
la desmetilacion activa del ADN sigue siendo desconocida, la ADN ligasa, que crea un enlace
fosfodiéster y une los dos extremos de las cadenas de ADN después de llenar el vacio con un
nucleétido de citosina no metilado, se identifico como AtLIG1 (Andreuzza et al., 2010; Li et
al.,2015b).
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Figura 5 Desmetilacién de ADN activa es afectada por el mecanismo de reparacion por base (BER) ROS1
0 DME eliminan la 5-metilcitosina (mC) y cortan el esqueleto del ADN en el sitio abasico a través de las
reacciones de eliminacion B, 3, generando una brecha con terminal 3'-PUA o 3'-fosfato. 3’-PUA y 3'-fosfato
son convertido a 3'-OH por APELL y ZDP, respectivamente. La brecha es luego se llena con una citosina
habitual (no metilada) por las acciones de un ADN polimerasa desconocida y AtLIG1. (Li et al.,2018).

1.7 ROS1
Represor del silenciamiento 1 (ROS1) es una glicosilasa especifica de citosina metilada,
eliminando la 5-meC del DNA como base libre mediante un mecanismo glicosilasa/liasa
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(Morales-Ruiz et al., 2006). ROS1 codifica una proteina nuclear de 1393 aminoacidos con
un dominio HhH-GPD encontrado en las ADN glicosilasas; los miembros de la familia
ROS1/DME codifican proteinas voluminosas y con una similitud de secuencia significativa
a proteinas de reparacion por escision de bases pertenecientes a la familia hélice-horquilla-
hélice y un enlace rico en Gly / Pro seguido un aspartato conservado (HhHGPD) (Gong, et
al., 2002; Choi, et al., 2002; Morales-Ruiz, et al., 2006). Hay al menos dos mecanismos
posibles para explicar la funcion desmetilacion de ROS1. Una es que ROS1 puede evitar que
los siRNAs del promotor causen la metilacion del ADN. Otra posibilidad es que ROS1 pueda
inhibir la hipermetilacion de secuencias de ADN especificas dirigidas por siARN a través de

la participacion en la desmetilacion del ADN.

Las ADN glicosilasas son tipicamente enzimas monoméricas de bajo peso molecular (200-
300 aa) responsables de reconocer las lesiones de base en el genoma e iniciar la via de
reparacion por escision de base de ADN (BER). Estas enzimas en la mayoria de los
organismos eliminan la modificacion de la base comuln (oxidacion, desaminacion,
alquilacién) asi como las bases normales en un contexto de mal ajuste, causadas por agentes
enddgenos o ambientales (Lindahl & Wood, 1999; Wiederhold et al., 2004).

Al contrario que DME, que solo se expresa en el gametofito femenino, ROS1 se expresa en
una amplia variedad de tejidos. Las mutantes de rosl (Fig 6A) muestran anomalias en su
desarrollo vegetativo, con un crecimiento mas lento y de menor altura, las hojas son mas
estrechas que las de las plantas de tipo silvestre (Fig. 6Aa), las estructuras florales en plantas
rosl no se desarrollan sépalos en comparacion con las flores de plantas silvestres (izquierda)
(Fig. 6Ab y Ac). (Fig. 6Ad) Las silicuas de las plantas rosl (derecha) son més cortas y
contienen menos semillas que los de plantas de tipo silvestre (izquierda). (Fig. 6Ae) Las
raices de menor tamafio en ros1 (derecha). Lo anterior demuestra que ROS1 esta involucrado
en la reparacion del ADN ya que rosl es mas sensible a un agente de ruptura de doble cadena
de ADN metil metanosulfonato (MMS) y peroxido de hidrogeno (Fig. 6B) (Gong et al.,
2002).

A diferencia de los mutantes dme y rosl, que presentan un fenotipo pleiotrépico con

alteraciones severas en el desarrollo (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002), los mutantes dml2
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y dml3 no muestran ninguna alteracion fenotipica obvia bajo condiciones de crecimiento

normales (Ortega-Galisteo et al., 2008).

o
\Hr
W

Figura 6 Fenotipo mutante de ROS1. A) Estructuras vegetativas y florales de rosl, B) Analisis de
sensibilidad a agentes mutagénicos en ros1(Gong et al., 2002).

1.7.1 Regulacion de ROS1

El nivel de transcripcion de ROS1 esté estrictamente controlado por el nivel de metilacion de
una secuencia blanco de RADM (Metilacién de ADN dependiente de ARN) secuencia de
monitoreo de metilacion del ADN; (MEMS) que se encuentra entre 5 'UTR de ROS1 y la
region promotora TE (de - 40 a - 2 pb rio arriba de sitio de inicio de la transcripcion ROS1)
(Fig.7). Cuando las actividades celulares de RADM son altas o los niveles de desmetilacion
del ADN son bajas, el nivel de metilacion de MEMS aumenta y promueve la expresion de
ROS1 y activa la desmetilacion de ADN. La metilacion del ADN en la region MEMS
promueve la expresién de ROS1 probablemente atrayendo a activadores transcripcionales
(Lei et al.,2015).

Se demostrod que la actividad enzimatica ROS1 esta regulada por el complejo de Ensamblaje
hierro-azufre (CIA), potenciador 7 (AE7) y metionina que requieren MET18 para interactuar
directamente con ROS1 en el citoplasma (Fig. 7) (Luo et al., 2012; Duan et al., 2015; Wang
et al., 2016).
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Figura 7 Regulacién de ROS1 por via de ensamblaje (CIA) y Metilacion del ADN (Li et al.,2018).

1.8 Proteinas similares a las proteinas de unién a promotores de SQUAMOSA (SPL)

Las SPL constituyen una familia diversa de factores de transcripcion que juegan funciones
fundamentales en el crecimiento y desarrollo de las plantas, y son definido por una region
altamente conservada de 76 aminoacidos llamada el dominio SBP (Klein et al., 1996; Yang
et al., 2007). EI dominio SBP esta involucrado tanto en la importacion nuclear como en la
union a una secuencia especifica de ADN mediante un consenso con motivos GTAC y
regiones flanqueantes especificas de algunos genes (Birkenbihl et al., 2005; Yamasaki et al.,
2006; Liang et al., 2008). Los genes de la familia SPL se encuentran en todas las plantas
verdes, incluidas las algas verdes unicelulares, musgos, gimnospermas y angiospermas
(Cardon etal., 1997; Arazi et al., 2005; Riese et al., 2008), y fueron identificados por primera
vez en Antirrhinum basado en la habilidad de AmSBP1 y AmSBP2 estrechamente
relacionados para unirse al promotor del gen de identidad del meristemo floral SQUAMOSA
(SQUA) (Klein et al., 1996).

En Arabidopsis thaliana se han reportado 17 genes pertenecientes a la familia SPL que de
manera general se clasifica por dos clases principales. La clase I contiene cinco (SPL1, 7, 12,
14 y 16) proteinas grandes de méas de 800 amino acidos los 12 restantes constituyen clase Il
y son mas pequefios que 400 residuos (Cardon et al., 1999; Birkenbihl et al., 2005). Excepto
SPLS8, que afecta el desarrollo del tubo polinico (Unte et al., 2003; Guo et al., 2008), todos

los genes de clase Il SPL son objetivos de miR156 y cumplen una funcién en la via de
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envejecimiento enddgeno que regula diversos aspectos relacionados con las transiciones de
fase de la planta (Chao et al., 2017).

Los SPL de clase Il también estdn implicados en vias relacionadas con el estrés, como se han
demostrado SPL2 y SPL11 se regulan negativamente después de un choque térmico (Stief et
al., 2014). En el alga verde Chlamydomonas reinhardtii, CRR1, un homdlogo de Arabidopsis
clase | SPLs, es un regulador clave de sefializacion nutricional de cobre y activa genes a nivel
transcripcional durante la deficiencia de cobre (Kropat et al., 2005; Sommer et al., 2010).
Curiosamente, de la clase | miembros en A. thaliana, SPL7 también es un regulador del
homeostasis de cobre y regula la respuesta coordinada de luz y cobre (Zhao et al., 2015).
SPL14 juega un papel en la sensibilidad de la planta a la toxina fangica Fumonisin B1 y el
desarrollo de la arquitectura de la planta (Jorgensen y Preston, 2014) y SPL16 (Atlg76580)
es un duplicado no funcional de SPL14, cuyo dominio SBP es probablemente perdido debido
a una mutacion de cambio de marco (Guo et al., 2008). Asi hasta ahora, la funcion de SPL1

y SPL12 en plantas terrestres permanece desconocido.
1.9 SPL12

SPL12 se expresa ampliamente en casi todos los tejidos, con niveles de expresion mas altos
en inflorescencia que en tejidos vegetativo. En la figura 8a se muestra la expresion relativa
de SLP12 y en la figura 8b la tincion con b-glucuronidasa (GUS) de pSPL12 :: GUS (Chao
etal., 2017).
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SPL12

Figura 8 Andlisis de expresion de SPL12. A) Expresion relativa de SPL12 en diferentes érganos. Sd, plantula;
RI, hojas de roseta; St, tallo; En caso de inflorescencia; Sp, sépalo; Pt, pétalo; Re, 6rganos reproductivos
(estambre y pistilo), B) Tincion GUS de pSPL12 :: GUS en la inflorescencia de Arabidopsis.(Chao et al., 2017).
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En el fenotipo de la linea mutante de SPL12 no se tienen diferencias notables al compararla
con el tipo silvestre, lo que se puede observar que en ausencia de SPL12 promueve la
transicion reproductiva ya que se desarrollaron 6rganos florales como sépalos y pétalos, asi

como la ausencia de hojas caulinares (Figura 9) (Chao et al., 2017).

Figura 9 Fenotipo mutante de spl12. A) Linea WT, B) Linea mutante spl12. (Chao et al., 2017).
En estudios recientes se ha demostrado que SPL12 confiere termotolerancia en Arabidopsis
en la etapa reproductiva y su sobreexpresion mejora la termotolerancia a la inflorescencia y

la produccion de semillas (Figura 10) (Chao et al., 2017).

Col-0 spl12-1

Figura 10 Crecimiento vegetativo en plantas spl12-1 después tratamiento térmico. Plantas de tipo silvestre
(Col-0) y spl12-1 en etapa vegetativa, que muestran una sensibilidad similar al estrés por calor. Las plantas de
14 dias de edad (arriba) se sometieron a un tratamiento de 42 ° C durante 12 h y los fenotipos se fotografiaron
después de la recuperacién a 22 ° C durante 5 dias (abajo) (Chao et al., 2017).
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JUSTIFICACION

Actualmente se sabe que la semilla de A .hypochondriacus cuenta un alto contenido proteico
que vade 12 al 19% Yy es rico en aminoacidos azufrados y lisina, este Gltimo es un aminoécido
esencial que esta en baja proporcion en otros cereales por lo que el amaranto se considera un
grano con un alto valor nutritivo.

A pesar de esto, no existe un estudio detallado que describa los mecanismos genéticos y
moleculares que regulan el desarrollo y tamafio de este grano, es por esto que este trabajo se
enfoca en el estudio de genes involucrados en el crecimiento de la semilla en A.

hypochondriacus.
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HIPOTESIS

AmROS1 y AmSPL12 determinan el desarrollo y tamafio de la semilla de

Amaranthus hypochondriacus, mediante la regulacion de genes involucrados en el desarrollo

del gametofito femenino.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la funcion de AmROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo reproductivo en

Amaranthus hypochondriacus.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar un analisis comparativo de las secuencias de aminoacidos de AmROS1 y

AmSPL12 con las reportadas en otras especies.

» Analizar el patron de expresion de AmMROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo floral
de Amaranthus hypochondriacus.

» Disefiar y clonar una sonda especifica para realizar analisis de expresion mediante
hibridacion in situ para los genes AmMROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo del
6vulo en Amaranto.

» Disefiar una estrategia para la generacion de plantas de Arabidopsis thaliana
sobreexpresantes de los genes AmMROS1 y AmSPL12.
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Il. MATERIALESY METODOS

2.1. Materiales
= Semillas Amaranthus hypochondriacus variedad revancha.

= Linea silvestre (Col-0) Arabidopsis thaliana.

=  Vector pGEM —T Easy.

= Vector pBin35s-NOS.

= Células de Eschericihia coli quimicamente competentes.
= Células de Agrobacterium tumefaciens cepa 4404.

= Oligonucleotidos.

2.2 METODOLOGIA

2.2 Realizar un anélisis comparativo de las secuencias de aminoécidos de AmMROS1 y
AmSPL12 con las reportadas en otras especies.

2.2.1 Analisis in silico de AmROS1 y AmSPL12

En Phytozome, el portal Plant Comparative Genomics del Joint Genome Institute y) y The
Arabidopsis Information Resource (TAIR) se obtuvieron la secuencia de los genes AmMROS1
en Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Hordeum vulgare y Triticum
aestivum, utilizando el programa Clustal Omega se llevd a cabo el alineamiento de
secuencias, con el programa BoxShade obtuvieron regiones conservadas y con el programa

SMART se localizaron dominios.

2.3 Analizar el patron de expresion del gen AmROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo

floral de Amaranthus hypochondriacus

2.3.1 Disefio de oligonucleotidos para AmMROS1y AmSPL12

Una vez que se obtuvieron las secuencia, con ayuda del programa Benchling se realizo el
disefio de los oligonucledtidos y se comprob6d con el programa Amplifix que los

oligonucle6tidos no formaran estructuras secundarias o fueran complementarios entre si.
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2.3.2 Extraccion de ARN: Método del TRIzol® Reagent

Se llevd a cabo la extraccion de ARN total de los tejidos colectados los cuales fueron tallo,
hoja, tépalo, gineceo, dvulo antes y después de fecundacion, lo cuales fueron congelados en
N2 liquido. Para la extraccion, se utilizé el método del TRIZOL ® (Apéndice A.1). EI ARN

obtenido se re suspendio en 15uL de agua destilada estéril libre de ARNasas.

2.3.3 RT-PCR

Se agrego los siguientes reactivos en un tubo estéril tratados con DEPC y en hielo en

el siguiente orden

Agua DEPC Ly

Oligo dt Lub

ARN  051pL-2pL

Incubar en 65°C por 5 minutos.

Se adicionaron los siguientes reactivos en el orden indicado

5x reaction buffer 4uL
Ribolock lub
dntp’s 2 uL

Reverse transcriptasa 2 pL

Se incubaron por 60 minutos a 42°C
Se finalizé la reaccion por un calentamiento a 70°C por 5 minutos.

Se almacend a -20°C.

2.3.4 Real-Time PCR

A partir del RT-PCR se estandarizaron las condiciones a las cuales se llevo a cabo el tiempo

real, ya establecidas estas condiciones se utilizé el protocolo para Real-Time PCR:

1. Se hizo la distribucién de las muestras y los genes en los pocillos de la placa que se

introdujeron en el termociclador.
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2.

3.

© N o g b

9.

Se prepar6 una mezcla (1:1) de cebadores para cada gen
X uL iniciador sentido (10 uM)
X uL iniciador antisentido (10 uM)
Total Y pL (5 uM)
Se prepar6 una mezcla de reaccion para cada gen
5,0 uL Master mix
1,0 uL Mezcla de cebadores
3,0 uL H20
Total 9,0 uL

Se adicion6 el ADNc (1,0 pL, sin diluir) a cada pocillo.

Se agreg0 la mezcla de reaccion a cada pocillo, respectivamente (9,0 ul)

Se selld la placa, evitar la formacion de burbujas.

Se introdujo la placa en el termociclador, como se indica en el equipo.

Se aplicé el gradiente de temperatura 95 °C, 15 min; 95 °C,15 s; 60 °C,1 min (40
ciclos). Seguidos de 70 °C para determinacion de productos inespecificos.

Se analizaron los resultados.

Se utilizaron dos replicas bioldgicas para cada uno de los tejidos y los datos fueron analizados

por el método 2~44¢r,

2.4 Disefar y clonar una sonda especifica para realizar analisis de expresién mediante

hibridacion in situ para los genes AmMROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo del évulo

en Amaranto

2.4.1 Amplificacion por PCR de la sonda para AmROS1

1.

Se tom6 1 uL de ADNCc vy se realiz6 la mezcla para la reaccion de PCR en tubos

estériles, como se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5 Mezcla de reaccién de PCR para la amplificacién sonda AmMROS1

Mezcla Global VOI/RX (pl)
Agua 17.9
10x Buffer 2.5
50mM MgSO4 1
Iniciador Sentido (SHI AmROS1) 1.0

Iniciador Antisentido (SHI AmROS1) 1.0

Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5
ADN 1.0

Platinum® Taq DNA Polymerase 0.1
Volumen Total 25.0

2. Se mezclé por re suspension suave y se coloco en el termociclador.

3. Las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 11.

94 °C

1min m

Figura 11 Condiciones establecidas para oligonucleétidos sonda AmMROS1
4. Se analizaron 3 pL del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.2 %
5. Se almacenaron los productos de reaccion a -20 °C.

2.4.2 Ligacion al vector pPGEM®-T Easy

El producto obtenido por PCR fue ligado al vector pGEM®-T Easy Promega de acuerdo al

protocolo establecido por el fabricante.
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1 Serealizd la reaccién de ligacion afiadiendo a un tubo estéril los siguientes reactivos

en el orden en que se muestra en la Tabla 6

Tabla 6 Mezcla de reaccion de ligacién al vector pGEM - T Easy.

Reactivos Vol/rx
(HL)
Regulador T4 ADN Sul
ligasa
Producto de Elucién 1l
T4 ADN Ligasa 1l
Agua Estéril 2 ul
Vector pPGEM®-T 1l
Easy
Volumen Total 10 pl

2 Se mezcl6 por pipeteo suave.

3 Seincubd la reaccion a 4 °C durante 18 h.

2.4.3. Transformacion de células quimicamente competentes de Escherichia coli (DH5a)

Se llevd a cabo el protocolo para transformacion de las células de Escherichia coli (DH5a)
Apendice A.3 se obtuvieron colonias que eran posibles transformantes las cuales se pusieron

a crecer en caldo LB con Ampicilinay se dejé incubando a 37°C a 250 rpm durante 16 h.
2.4.4 Extracciéon de ADN plasmidico

Una vez que se cumplio el periodo de 16 h, en los tubos donde se observe turbidez se llevara
a cabo la extraccion de ADN plasmidico (Apendice A.4), esta muestra se almaceno a -20°C

hasta el momento de la comprobacion mediante la enzima de restriccion.
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2.4.5 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco RI

A manera de comprobacion, se liberd el fragmento de 180 pb del vector mediante digestion
con la enzima Eco RI ya que pGEM®-T Easy cuenta con sitios de reconocimiento.

1 Se prepar0 la siguiente mezcla de reaccion como se indica en la Tabla 7 para

cada muestra

Tabla 7 Mezcla de reaccién de digestion con Eco RI.

Reactivos Vol/Rx (uL)
Agua estéril 12
Regulador 10X 1.5
Eco RI 0.5
ADN 1
Volumen Total 15
2 Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 hora y se comprobé la digestion

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 %.

2.4.6 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Sty |

Se realiz6 una segunda digestion con la enzima Sty | para liberar para comprobar el sentido

en el cual se habia clonado nuestra sonda.

1. Se preparara la mezcla de reaccion como se indica en la Tabla 8 por cada

muestra:
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Tabla 8 Mezcla de reaccién de digestion Sty | para liberar el fragmento de la sonda AmMROSL.

Reactivos Vol/Rx (ul)
Agua Estéril 11
Buffer Tango 10x 1.5
Sty | 0.5
ADN 2 Ul (2 po/plL)
Volumen Total 15
2. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h y se comprobo la digestion mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 % tefiido con SYBR Safe DNA gel
stain®

El tejido que sera utilizado para las hibridaciones fue colectado cada semana después de la
formacion de la inflorescencia (4-5 semanas después de la germinacion) hasta 2 semanas
después de la antesis. La fijacion de tejido y la técnica de Hibridacion in situ se llevara a cabo
hizo como lo menciona el Apéndice A.2

2.4.7 Disefio de oligonucleo6tidos sonda AmSPL12

Se obtuvo la secuencia de AmSPL12 en la base de datos Phytozome, con ayuda del programa
Benchling se realiz6 el disefio de los oligonucledtidos y se comprob6 con el programa
Amplifix que los oligonucleétidos no formaran estructuras secundarias o fueran

complementarios entre si.

2.5 Disefiar una estrategia para la generacion de plantas de Arabidopsis thaliana
sobreexpresantes de los genes AmMROS1 y AmSPL12
2.5.1 Amplificacion por PCR del gen AmMROS1

1. Se tom6 1 puL de ADNCc y se realizo la mezcla para la reaccion de PCR en tubos

estériles, como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9 Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento AmROS1

Mezcla Global VOI/RX ()
Agua 17.9
10x Buffer 2.5

50mM MgSOg4 1

Iniciador Sentido (AmROS1) 1.0
Iniciador Antisentido (AmROS1) 1.0
Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5
ADN 1.0
Platinum® Taq DNA Polymerase 0.1
Volumen Total 25.0

2. Se mezcld por re suspension suave y se coloco en el termociclador.

3 Las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 12.

94 °C ‘94°c

30s 15s

30s @

Figura 12 Condiciones establecidas para oligonucleé6tidos sobreexpresion AmMROS1

4 Se analizaron 3 pL del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.2 %

5 Se almacenaron los productos de reaccion a -20 °C.



2.5.2 Amplificacion por PCR del gen AmSPL12

1. Setomd 1 uL de ADNCc y se realizo la mezcla para la reaccion de PCR en tubos

estériles, como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10 Mezcla de reaccion de PCR para la amplificacion del fragmento AmSPL12

Mezcla Global VOI/Rx (ul)
Agua 17.4
10x Buffer 2.5
50mM MgSO4 1.5
Iniciador Sentido (AmSPL12) 1.0

Iniciador Antisentido (AmSPL12) 1.0

Mezcla de dNTPs (10 mM) 0.5
ADN 1.0

Taq DNA Polymerase 0.1
Volumen Total 25.0

2. Se mezclé por resuspension suave y se colocé en el termociclador.

3. Las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 13.

94°C | 94°C 72 °C 72 °C
35X :

4min | 30s 3.7min| 7 min
56°C 4°C
Imin w

Figura 13 Condiciones establecidas para oligonucledtidos sobreexpresién AmSPL12
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4. Se analizaron 3 pL del producto de PCR en un gel de agarosa al 1.2 %
5. Se almacenaron los productos de reaccion a -20 °C.

2.5.3 Ligacion al vector pPGEM®-T Easy

El producto de elucion del fragmento correspondiente al gen AmROS1 y AmSPL12 obtenidos
por amplificacion por PCR fueron ligados al vector pGEM®-T Easy Promega de acuerdo al

protocolo establecido por el fabricante.

1 Serealizd la reaccién de ligacion afiadiendo a un tubo estéril los siguientes reactivos
en el orden en que se muestra en la Tabla 8

2 Se mezcld por pipeteo suave.

3 Seincubd la reaccion a 4 °C durante 18 h.

2.5.4. Transformacidn de células quimicamente competentes de Escherichia coli (DH5a)

Se llevd a cabo el protocolo para transformacion de las células de Escherichia coli (DH5a)
Apendice A.3 se obtuvieron colonias que eran posibles transformantes las cuales se pusieron

a crecer en caldo LB con Ampicilinay se dejé incubando a 37°C a 250 rpm durante 16 h.
2.5.5 Extracciéon de ADN plasmidico

Una vez que se cumplid el periodo de 16 h, en los tubos donde se observe turbidez se llevara
a cabo la extraccion de ADN plasmidico (Apendice A.4), esta muestra se almaceno a -20°C

hasta el momento de la comprobacion mediante la enzima de restriccion.

2.5.6 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco RI
1 Se preparo la siguiente mezcla de reaccion como se indica en la Tabla 9 para cada

muestra.

2 Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 hora y se comprobé la digestion

mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 %.
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2.5.7 Digestion con la enzima de restriccion Sac | para liberar el fragmento del gen
AmSPL12

Se realizo la digestion con la enzima Sac | para liberar el fragmento del gen AmSPL12, la

cual fue empleado para clonar el fragmento en el vector pBin35s-NOS

3. Se preparara la mezcla de reaccion como se indica en la Tabla 11 por cada

muestra:

Tabla 11 Mezcla de reaccion de digestion Sac | para liberar el fragmento AmSPL12,

Reactivos Vol/Rx (ul)

Agua Estéril 11
Buffer J 1.5
Sac | (Promega) 0.5
ADN 2 ul (2 po/ul)
VVolumen Total 16
4. Se incubaron los tubos a 37 °C durante 1 h y se comprobo la digestion mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1.2 % tefildo con SYBR Safe DNA gel
stain®
2.5.7 Transformacion de Arabidopsis thaliana por el método de infiltracion floral.
Una vez que ya se tenga la construccion confirmada en A. thumefaciens se llevara a cabo la
transformacion de Arabidopsis thaliana tipo silvestre (Apendice A.5).
2.5.8 Analizar el patrén de expresion del gen DEMETER en plantas sobreexpresantes
de AmROS1 en Arabidopsis thaliana

En Phytozome, el portal Plant Comparative Genomics del Joint Genome Institute se buscaron
las secuencias del gen DEMETER, en el programa Benchling se hizo el disefio de un par de

oligonucle6tidos que seran utilizados para el RT-PCR tiempo real y posteriormente se utiliz6
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el programa Amplifix para comprobar que los oligonucleétidos no forman estructuras

secundarias y no son complementarios entre ellos.

De igual manera que en el caso del gen AmROS1 se hara extraccion de ARN para los tejidos
a analizar y por medio de un RT-PCR se estableceran las condiciones de amplificacion, las

cuales se utilizaran para el Real-Time PCR.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Realizar un andlisis comparativo de las secuencias de aminoacidos de AmROS1 y
AmSPL12 con las reportadas en otras especies

3.1.1 Anélisis in silico de AMROS1 y AmSPL12

La secuencia de ADNc de AmROSL tiene una longitud total de 9938 pares de bases (pb) que
consta de 20 exones y 19 intrones, un marco de lectura abierto de 6026 pb. La proteina consta
de 1824 a.a con una masa molecular 156.5 kDa. La comparacion de las secuencias de
aminoéacidos indico la presencia de dominios que se detectan en proteinas similares a la
familia DEMETER-LIKE como es el caso del domino de unién hierro y azufre, dominio
ENDO3c, Dominio Perm-CXXC se sabe que este dominio es homologo al dominio de unién
al zinc estructural de las deshidrogenasas de cadena media. El dominio clasico zf-CXXC se
une a los dinucleo6tidos no metil-CpG, Dominio RRM_DME. Se encontr6 que AmROSL1 es
similar a ROS1 y DME encontradas en la planta modelo Arabidopsis thaliana (35%) y
cereales como Oryza sativa (28%), Sorghum bicolor (28%), Hordeum vulgare (28%) y
Triticum aestivum (27%) (Fig. 14).
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Hordeum LN A L DWENI RQMIVEEI SR TIRERGMNNMLAERIEDFLNRYVRDHGSIDLEWLREIVDPDEAK
Triticum 1458 ALDWETIRQIDVKEISITIRERGHNNHLEERIEDFLNR VRDHGSIDLEWLRMVDPDEKAK
oryza S-S IDWENTI RQAIZVEEIS|TIRERGMNNMLAERIKDFLNRLVRDHGS IDLEWLRE(VDEDKAK
Sorghum 1391 TViLJHA RQAEVEEISETIRERGMNNMLAERIKEFLNRL PWPHGEIDLEWLRDVEPDEAK
Arabidopsis 882
Amaranthus 1388

Hordeum 1517
Triticum 1518
oryza 1486
Sorghum IEL- S LS IRGCLEGLESVECVRLLTLEHEMAFPVDTNVGRICVRLGWVPLOQPLPESLOLHLLEMY|

LSRR LS - T Y E ¥ L L SGLGLESVECVRLLTLEHMAFPVDTNVGRIFWRLGWVPLQPLPESLQLHLLEMY|
LV ESE RN A RS- VL. LS|JRGLGLKSVECVRLLTLHHMAFPVDTNVGRIEWRLGWVPLQPLPESLQLHLLEMY|

HOFd?um I PMLENIQKYLWPRLCELDQRTLYELHYQMITFGKVFCTESKEPNCNACPMRAECKHFASAF
Triticum IV N PMLENIQKYLWPRLCELDQRTLYELHYQMITFGKVFCTESKEPNCNACPMRAECKHFASAF
oryza I N P MLENIQEYLWPRLCELDQRTLYELHYQMITFGEKVFCTESEPNCNACPMRAECEHFASAF

Sorghum -SSP MLEF IQKYLWPRLCKLDQRTLYELHYQMITFGRVFCTKSKPNCNEYCPMRAECKHFASAF
LS V-] R RN P P MLENIQKYLWPRLCELDQITLYELHYQMITFGKVFCTKSKPNCNACPMI{EECEHFASAF
S EREY R NI R F- A P L ES TQKYLWPRLCKLDQIATLYELHYEI I TFGEVFCTRENPNCNACPREECKIHFASAF

Hordeum 1637
Triticum 1638
oryza 1606
sorghum 1571
Arabidopsis 1062
Amaranthus 1568

ASARLALPGPEEKSLVTS
ASARLALPGPEEKSLVTS
hSARLALPGPEEKSLVTSG

............................ NP IAEEEC) Q Pigs
............................ NPIASGS QQPYI
............................ TPIRAETF QUY I
____________________________ DANVVEF[EH[ Tygs
ASARLALPER e e ) T LPLHLPEPFQR
ASARGALP TEEKGI“PENGGASTNQDPVARIDLLPLPPLSNLHSHR TCVDVPRIESP

Hordeum 1787

Triticum 1788 :

Ooryza (VAN YELPDSHPLLEGI#IQREPDDPCPYLLSIWTPGETAQSHWDAPKEMNCN S[eER
Sorghum WV YELPDSHPLLIGIFJQREPDDPCPYLLSIWTPGETAQSDAPK TIChIS[e/EY

Arabidopsis 1206
Amaranthus 1738

Hordeum 1847
Triticum 1848
oryza 1817
Sorghum 1782

Arabidopsis 1266
Amaranthus 1798

Hordeum I EDL.PRRTVYFGTSVPEIFKGLTTEDIQQCFWRGFVCVRGFDRTSRAPRPLYARLHFPASK}S
Triticum I D LPRRTVYFGTSVPEIFKGLTTEDIQQCFWRGFVCVRGFDRTSRAPRPLYARLHFPASK

Ooryza 1877 NLPRRTVYFGTSEPTIFKGLTTEBIQECFWRGFVCVRGFDRTSRAPRPLYARLHFPAS'I
Sorghum 1842 DLPRRTVYPGTSVPTIPEGLTTBQIQQCFWRGFVCVRGFDR RAPRPLYARLHFPASK)Y
PSRN R R A M. PRRTVYFGTSVPTIFRKGLETEIMIQRC FWIEGH{VCVRGFDREGHR[EP[IP LIAARLHF PA SK}#

Amaranthus 1858 NIfJI SRS S bdTI SR RIGANIS P IBeIH[GP AP TLQCL - - = = === == = = = = = = = = = = = = = =

Figura 14 Alineamiento de secuencias de aminoacidos de DML en cereales conocidos. El alineamiento se
hizo con ROS1 descritas en cereales como Oryza sativa (>spC7IW64), Sorghum bicolor
(>Sobic.004G149800.1), Hordeum vulgare (>CAQ58412.1) y Triticum aestivum (>AEF38424.1) y la planta
modelo Arabidopsis thaliana (>AT2G36490.1). Las regiones caracteristicas de la familia como el dominio
Endonucleasa 111 son subrayado con color rosa, el dominio de unién a hierro y azufre con color naranja, dominio
CXXC de color amarillo y el dominio RRM_DME de color verde.

La secuencia de ADNc de AmSPL12 tiene una longitud total de 4498 pares de bases (pb) que
consta de 10 exones y 9 intrones, un marco de lectura abierto de 2838 pb. La proteina consta
de 924 a.a con una masa molecular 104.142 kDa. La comparacién en las secuencias de
aminoacidos indico la presencia de dos dominios especificos que se detectan en la familia de
proteinas de unién a promotores de Squamosa (SPL) como es el caso del dominio SBP
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(Dominio de unién a Squamosa) y un dominio transmembrana. Se encontré que AmSPL12
es similar a SPL12 encontradas en la planta modelo Arabidopsis thaliana (40%) y al cereal
como Oryza sativa (18%) (Fig. 15).

Amaranthus 181 FDEJEKRS QRLAGHNxTQEDAAVQGNSIgExQTE;:ﬂLI LRIASNMHANNGEN
QTS I

Arabidopsis 181 DEGKRSCRIIRLINGHNKEIIICANPDTIGNGTSMS TLIAKILSNIHSNQSDQT
Ooryza 181 QVEJECKVDLSSLREYHIKH|(VCEQJHSKAPKVIVSGLERRFCQQCERFHGAAEFDQKKKC

Amaranthus 241 QATHOBLTIQLLRNLANPSMLHMGKGVSEILLESFKLPNGGVSNDNVHEEKISSFFSNDN
Arabidopsis 241 GDQUWLLSHLLKSLVSFAGEHI[ERNLVGLLQGGGGLFASQNIENLSALLELEQRIPREDIKH
oryza 241 RRRLSEHENDIRRRKPQEEAISF[¢SSRLATMFYDARMITDIYF[OSPFGQVRSNLISSCDNL

SBP

Amaranthus 301 RNLEKIIDPHAPSSDLEIPRKELYAADSSVGKMQARQEPENLFPIKNSPRGYEESTEGRM
Arabidopsis 301 HS RiP EVYANSAQERVAPPRSEKQVKVNDFD NDIYID:EDTTD ERSEPPISYNPA
T

oryza 301 GGFKFQEAKLPWMKPMKTIGL|JsLNFSTLOMPGNVVSHTVHHH)FDGL}§3FKGNT|3KVLN

Amaranthus 361 KLNNFDL YIDEDDGVEDLERSPVNGNFVIEEFRTDRIVFKLFEKEPSDFPIVLRDQI
Arabidopsis 361 TSSLDYHQPSRQS PPQTSEENS?EASDQSPssSSGDAQSRTDRIVPKLPGKBPNDPPEA
L uT

oryza 361 QGVDPACAV) SSNENGAPDLEIRA LSSDs !PADVQAGSQVHPEGVHPPLAVAAAT

Amaranthus 423 RDWLAHEPTDIESYIRP[ECHILTIYLRLAESLWEELCSDLSSELTRLFNVTDDTFWKSGW
Arabidopsis 421 JARGQILNWLAHTPTDMESYMRPGCIVLTIY[ARQD|JASWEELC[EDLSFELRRLLDLSDDPL
oryza 421 APTNPVEVMHALHPSTG[JGGFWQDGDDPPPJADHASQAQAFMHPGNGSESGYGHLH- - - - -

Amaranthus 541 TRLLCAIDGKYLDQE\YSRELREDNNFAEENETEHASFSCSIPSITGRGYIEVEDLGLSSS
Arabidopsis 541 RPGTRLLCTVEGTHL\QEATQGGMEERDDLKENNEIDFVNFSCEMPIASGRGFMEIEDQG
OrYZa@ = ecccccccccccccececcsccessscceccscsssssccsessssssssscecesese=

Amaranthus g1 PPPPIVAEKDECSBIRTLESVLKPKKEDAHEANKNHRSWRQAHDPINEHGWIB.ERSHL
I LI4F

Arabidopsis 601 GLSSSFFPFI\SEDEDICSEIRRLES TGTDSAMQAMDFIHEIGWLLHERSEMKSRLA
OLYEQ 3 chcccccccnscnssass s asc e s e e e
Amaranthus g1 KERLADLEPSTVEIFSFERFPKWLIIFSMDHDWCAVVKKMLDILIAGTVGSGEHESAMVALL
grabldopsls 661 ALDHNPEWLPSLMRFKFLIEFSIIWREWCCVMKKLLNIAFEEGTVDPSPDAALEEMACLLER
REBE e e i i e

RT

Amaranthus 721 EMGLLH[IAVRRNSRSMVEQLLRYVPV SEKP"QAV GQEKFLFRPDAKGPAGIATPIAHV
Arabidopsis 721 AVRKNS|{PMVEMLLRFSPKKKNQTLAGAFRPDLIAGPG{{LTPLHIAAGKDGSEDV)ADAJATE
OFYZ& == ccccccecccccccccccccesscccsccsccsssssccsssccssscccecesce==

Figura 15 Alineamiento de secuencias de aminoéacidos de SPL en otras especies. El alineamiento se llevé a
cabo con SPL12 de amaranto y las descritas en la planta modelo Arabidopsis thaliana (>AT3G60030) y el
cereale Oryza sativa (>XP_015643452.1). Las regiones caracteristicas de la familia SPL como el dominio SPB
son subrayado con color café, el dominio transmembrana de color azul.

3.2 Analizar el patron de expresion del gen AmMROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo
floral de Amaranthus hypochondriacus

3.1.2 Disefio de oligonucleétidos para AmMROS1 y AmSPL12

Una vez obtenidas las secuencias en el programa Benchling se generaron los oligonucleétidos
para amplificar todo el gen, para el analisis de sobreexpresion (SE) y para la amplificacion

de la sonda (HIS) que se utilizara en la hibridacion in situ, los oligonucle6tidos utilizados
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para AMROSL1 se muestran en la Tabla 12 y los utilizados para AmSPL12 se muestran en la
Tabla 13.

Tabla 12 Oligonucleétidos utilizados para el gen AMROS1

AmMROS1 HIS S

5'CCAACAATCCAGCTCAACATGAA 3!

AmROS1 HIS AS

5' CTGCATGGTAGGTATGAGCACG 3'

AmROS1 SE S

5" AACCCGGGCCAAACTGGTTTTCTCACTCCCAA 3

AmROSL1 SE AS

5" AACCCGGGACCTCTCCAGAAGCAATGTTGA 3!

Tabla 13 Oligonucleétidos utilizados para el gen AmSPL12

AMSQUA SHI S8

5' TCGGGATAGCACAGGGGCAACA 3’

AMSQUA SHI AS8

5" TGCAACCTCGAAGCTCACAGCC 3

AmSQUA SE A

5" AAGAGCTCATGGAACAAGCTCACCGT 3'

AMSQUA SE AS

5" AAGAGCTCCAAACCAGCAGGTCCCTT 3
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3.1.3 Analisis de expresion durante el desarrollo de la planta

Un mes después de haber sembrado la semilla se hizo colecta de tépalo, gineceo, 6vulo antes
de fecundacién y 4 semanas después de la siembra se hizo colecta esta vez del 6vulo en etapas

posterior a la fecundacion; se guardo el tejido en N2

En la Figura 16 se muestran las extracciones de ARN de hoja, tallo, tépalo (Tep), gineceo
(Gine), dvulo antes de fecundacion (OA) y 6vulo después de fecundacion (OD), se tomaron
1 pg de la muestra de ARN total para llevar a cabo la sintesis de ADNCc.

18 s

128 s

Figura 16 Extraccion de ARN de tejidos de Amaranthus hypochondriacus A) 1. Gineceo; 2. Tallo; 3.
Hoja; B) 4. Ovulo antes de fecundacién; 5. Ovulo después de fecundacién; C) 6. Tépalo.
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En la tabla 14 se muestran las concentraciones obtenidas después de realizar la extraccion
de ARN.

Tabla 14 Extracciones de ARN a tejidos de Amaranthus hypochondriacus

Muestra Hg/Ml 260/280 260/230
Tallo 0.6853 1.97 1.19
Hoja 5.80 1.99 1.94

Ovulo antes de 1.057 1.68 2.28

fecundacion

Ovulo después de 0.8636 1.85 2.01

fecundacion
Tépalo 0.7612 1.62 0.91
Gineceo 0.3596 1.92 0.95
Una vez sintetizada la primera cadena se llevd a cabo el anélisis de tiempo real para medir
los niveles de expresion.

3.1.4 Real-Time PCR

Una vez que se tuvieron los resultados del tiempo real de los genes AmMROS1 y AmSPL12 se
analizaron las melt peak, esta grafica te arroja la es la relacion que hay entre la florescencia
y la temperatura, esto para poder comprobar la especificidad de los oligonucleétidos y poder

estar seguros que no se formaban productos diferentes.

Se tomd como gen constitutivo a Actina y como tejido de referencia la hoja una vez

establecido esto se siguio la formula

278AT = (Cp gen de interes — Cr control) yyestra a

— (Cy gen de interes — Cr control) yyestra B

Cambio = 27 8ACr
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En la figura 17 se muestran las gréaficas de la expresion relativa de AMROSL1 en cada uno de
los tejidos, donde se puede observar que se expresa méas en tépalo y 6vulo antes de la
fecundacion, esto lo esperabamos ya que en el fenotipo de la planta mutante rosl en
Arabidopsis thaliana sus tejidos florales como sépalos y pétalos no se desarrollan, asi como
una alta tasa de ovulos se ve afectado en su desarrollo. Recordando que la desmetilasa
DEMETER esta involucrada en la desmetilacion del alelo materno la cual ocurre en la
formacion del 6vulo y teniendo como premisa que ROS1 cumple las funciones de DEMETER
en cereales, esto explicaria el por qué uno de los tejidos con mayor expresion de ROS1 es el

ovulo antes de la fecundacion.

AmROS1

200
180
160
140
120
100

80

Expresion Relativa

60

40

20
. e 1 . ]

Hoja Tallo Tép Gine OA oD

Figura 17 Niveles de expresion AmROS1 en tejidos de Amaranthus Hypochondriacus. Tep) Tépalo, Gine)
Gineceo, OA) Ovulo antes de la fecundacion, OD) Ovulo después de la fecundacion. Actina y hoja, controles.

En la figura 18 se muestra las gréficas de la expresion de AmSPL12 en cada uno de los
tejidos, donde se puede observar que se tiene mayor expresion en tépalo, évulo antes de la
fecundacidn, tallo, esto resultados comprueban el fenotipo mutante de spl12 donde los tejidos
florales como sépalos se desarrollan en estadios tempranos, en el tallo se ha descrito que las
SPL pertenecientes a la clase 2 estan involucrados en el desarrollo de tallo y raiz, y para el
ovulo antes de fecundacion ain no se ha descrito la participacion de SQUAMOSAL2 en este

tejido.
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AmSPL12

Expresién Relativa

Haoja Tallo Tep Gine 0A oD

Figura 18 Niveles de expresion AmSPL12 en tejidos de Amaranthus Hypochondriacus. Tep) Tépalo,
Gine) Gineceo, OA) Ovulo antes de la fecundacion, OD) Ovulo después de la fecundacion. Actina y hoja,
controles.

De acuerdo a lo obtenido en el analisis de expresion AmROS1 y AmSPL12 se observa que el
patrén de expresion es muy parecido, aunque en niveles diferentes, lo que puede sugerir que

pudieran estar relacionados.

3.3 Disefar y clonar una sonda especifica para realizar analisis de expresién mediante
hibridacion in situ para los genes AmMROS1 y AmSPL12 durante el desarrollo del

ovulo en Amaranto

3.3.1 Amplificacién por PCR de la sonda para AmMROS1

Se llevé a cabo un PCR para amplificar el fragmento del gen AmMROSL la cual denominamos
sonda, en la figura 19a muestra una representacion esquematica de la construccion que se
utilizara para las hibridaciones in situ, en la figura 19b se muestran las condiciones utilizadas
para amplificar la sonday en la figura 19¢ se muestra el gel de agarosa al 2% donde se puede

observar el amplicén de 180 pb.
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Figura 19 Amplificacién sonda AmMROSL1. A) Representacion esquematica de la construccién de sonda utilizando
el promotor T7 B) Condiciones de amplificacion C) MT. Marcador de tamafio, 1. PCR sonda AmROSL1.

3.3.2 Ligacion al vector pPGEM®-T Easy

El fragmento de 180 pb se ligé al vector pGEM®-T Easy, se hizo extraccion de ADN

plasmidico, el cual se muestra en la figura 20 con un tamafio de 3195 pb.

10000 pb

3000 pb

3195 pb

Figura 20 ADN plasmidico sonda con pGEM®-T Easy. A) MT.
marcador de tamafio B) 1-8. ADN plasmidico.

3.3.3 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco RI

Se comprob6 que en el ADN plasmidico que se obtuvo de las colonias que fueron picadas se
encontrase la secuencia de 180 pb pertenecientes al tamafio de la sonda, se llevo a cabo la
digestion con la enzima Eco R, en la figura 21 se muestra que al hacer la digestion si se
libero el fragmento del carril 3,5,8 perteneciente al tamafio de nuestra sonda, asi como se
observa una banda de 3015 pb perteneciente al tamafio del vector pPGEM®-T Easy.
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3015 pb

Sonda

Figura 21 Digestion sonda con Eco RI. A) MT. Marcador de tamafio B) 1-8. Digestion ADN plasmidico con
Eco RI.

3.3.4 Digestion de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Sty |

Se hizo una segunda digestion con la enzima Sty | para poder saber en qué sentido se clon6
nuestro fragmento esto con respecto al promotor T7. En la figura 22 se muestra que al hacer
la digestion y esta en sentido al promotor T7 se liberara un fragmento de 124 pb pero si se
clond en antisentido se liberara un fragmento menor a 50 pb por lo cual no se observa ninguna
banda en el gel de agarosa al 2%, por lo tanto tenemos una clona en antisentido que sera

utilizada para la hibridacién in situ.
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Figura 22 Digestion sonda con Sty I. A) MT. Marcador de tamafio B) 1-3 Digestién ADN plasmidico con
Styl.

Recordando que a deferencia del gqRT-PCR la hibridacion in situ nos indica en que células
del tejido se expresa AmROS1 y AmSPL12, el tejido que serd utilizado para este analisis es
la inflorescencia la cuales ya se tiene fijadas en bloques de parafina, se tomo el tejido cada
semana a partir del desarrollo de la panoja. Este estado se observa entre 30 a 50 dias después

de la siembra

Hasta el momento no se tiene antecedentes de hibridaciones in situ en Arabidopsis thaliana
0 en otras especies para ROS1 y SPL12, pero basandonos a lo ya reportado lo que se podria
esperar en el caso de ROS1, de acuerdo a la hipotesis de que ROS1 en amaranto lleva a cabo
la funcion de DEMETER se tendria expresion en el 6vulo antes de la fecundacion en la célula
central ya que la desmetilacion del alelo materno que lleva a cabo DEMETER en Arabidopsis
thaliana es antes de la fecundacion y el caso del 6vulo después de la fecundacién se podria
esperar que sea en el endospermo ya que se ha reportado que ROS1 en trigo y cebada se
encarga del almacenamiento de proteinas como la glutenina que se acumulan en el

endospermo.

3.4 Disefiar una estrategia para la generacion de plantas de Arabidopsis thaliana

sobreexpresantes de los genes AmMROS1 y AmSPL12
3.4.1 Amplificacion por PCR del fragmento del gen AmROS1

Se llevo a cabo un PCR para amplificar el gen AMROS1 con un tamafio esperado de 6079 pb

en la figura 23a se muestran las condiciones utilizadas para amplificar el gen'y en la figura
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23b se muestra el gel de agarosa al 1.2% donde se puede observar el amplicon de 6079 pb

aproximadamente.

30s ©

Figura 23 Amplificacion gen AmMROS1. A) Condiciones de amplificacion B) MT. Marcador de tamafio,
1. PCR gen AmMROSL1.

Hasta el momento no se ha reportado una linea sobreexpresantes de ROS1 en Arabidopsis
thaliana pero ya que en la linea mutante carece de 6rganos florales como sépalos y pétalos,
en la linea sobreexpresante se tendria todo lo contrario se esperaria plantas con mas flores,
mayor rendimiento de semilla ya que en la linea mutante se tiene 50% de semillas abortadas,
también se tendria una planta que podria adaptarse a estrés ya sea bidtico o abiético ya que

se ha reportado que ROS1 regula 30% de los genes inducidos por el acido abscisico.
3.4.2 Amplificacion por PCR del fragmento del gen AmSPL12

De igual manera por PCR se amplificO AmSPL12 con un tamafio esperado de 2339 pb en la
figura 24a se muestran las condiciones utilizadas para amplificar el gen y en la figura 24b
se muestra el gel de agarosa al 1.2% donde se puede observar el amplicon de 2339 pb

aproximadamente
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1000 pb

250 pb

2339 pb

Figura 24 Amplificacion gen AmSPL12. A) Condiciones de amplificacion B) MT. Marcador de tamafio,
1. Control negativo, 2 PCR gen AmSPL12 a 55, 3 PCR gen AmSPL12 a 57.

3.4.3 Ligacién gen AmSPL12 al vector pGEM®-T Easy

El fragmento de 2339 se ligo al vector pGEM®-T Easy, se hizo extraccion de ADN

plasmidico, el cual se muestra en la figura 23 con un tamafio de 5354 pb.

1000 pb

Figura 25 ADN plasmidico AmSPL12 con pGEM®-T Easy. MT. Marcador de tamafio, 1 y 2 ADN
plasmidico.

3.4.4 Digestién de ADN plasmidico con la enzima de restriccion Eco RI
Para comprobar que el ADN plasmidico tenia la secuencia de 2339 pb, correspondiente a
AmSPL12, se llevo a cabo la digestion con la enzima Eco RI esta enzima hace cortes internos

al fragmento por lo tanto en la figura 26 se muestran las bandas de los cortes mdltiples que

se produjeron y una banda de 3015 pb perteneciente al tamafio del vector pGEM®-T Easy.
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Figura 26 Digestion Eco RI. MT. Marcador de tamafio, 1 y 2 ADN Digestion Eco RI. La banda con el tamafio
de 3015 pb pertenece al tamafio del vector pGEM®-T Easy, las bandas de 1600 pb, 444 pb y 98 pb son los
fragmentos pertenecientes a los cortes multiples que hace la enzima Eco RI al gen AmSPL12.

3.4.5 Digestion con la enzima de restriccion Sac | para liberar el fragmento del gen
AmSPL12

Una vez que se comprobo que se tenia el inserto ahora se queria liberar el fragmento para
poder ligarlo al vector de sobreexpresion pBin35s-NOS esto se hizo mediante la digestion

con laenzima Sac |, en la figura 27 se muestra la digestion con Sac 1 y el fragmento liberado.

3015 pb
3000 pb

2339 pb
1000 pb P

Figura 25 Digestion Sac I. MT. Marcador de tamafio, 3 ADN Digestion Sac I. La banda con el tamafio de
3015 pb pertence al tamafio del vector pGEM®-T Easy, la banda de 2339 pb pertence al gen AmSPL12.

En el caso de SPL12 no se ha reportado una linea sobreexpresantes en Arabidopsis thaliana
pero ya que en la linea mutante presenta floracion temprana, se ve afectada la morfologia de

la hojay tejidos florales no se desarrollan y en el caso de las hojas caulinares no se desarrollan,
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se podria esperar que en la linea sobreexpresante tenga un retraso en sus desarrollo, ya sea
que no presente floracion en el tiempo establecido, se tendria un mayor rendimiento en los
tejidos florales ya que es alli donde se méas se expresa SPL12, un tallo mas largo y un nimero
mayor de hojas caulinares que la tipo silvestre. Se ha reportado que el mecanismo de
sefializacion del &cido abscisico es activado por SPL12 cuando la planta presenta estrés por

calor por lo tanto la planta sobreexpresante tendria tolerancia a este tipo de estrés.
3.4.6 Disefio de oligonucledtidos para DEMETER

Para poder comprobar que ROS1 regula a DEMETER en la desmetelacién del alelo materno
durante el desarrollo del 6vulo se analizara el patrén de expresion de DEMETER en la linea
sobreexpresante de ROS1 esperando que este se vea afectado, es decir que no solo se tendria
expresion en la célula central que es donde DEMETER se expresa si no que se expresaria en
todos los tejidos donde ROSL1 se exprese, pero si no se observa cambio en el patron de
expresion entonces se llegaria a la conclusion de que ROS1 no regula a DEMETER en

Arabidopsis thaliana.

En la tabla 15 se muestran los oligonucleétidos disefiados para analizar niveles de expresion
de DEMETER.

Tabla 15 Oligonucle6tidos para DEMETER

AtDEMETER gPCR-S1

5" ATCGCCTGGGCTTCGACCTCAT 3

AtDEMETER gPCR-AS1

5" AGGAGCCCTGCTTCTCTGGCAT 3'

En la figura 28 se muestra la extraccion de ARN total en botones de Arabidopsis thaliana

tipo silvestre.
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Figura 28 Extraccion ARN boton floral Arabidopsis thaliana. 1 Boton.

18 s

28 s

En la tabla 16 se muestran las concentraciones obtenidas después de realizar la extraccion

de ARN.
Tabla 16 Extraccién de ARN de boton Arabidopsis thaliana
Muestra pg/MlI 260/280 260/230
Boton 0.7202 1.98 1.12

Una vez sintetizada la primera cadena se llevé a cabo el PCR para establecer las condiciones

de amplificacion que se muestran en la figura 29a y en la figura 29b se muestra la banda

perteneciente a 118 pb.
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Figura 29 Condiciones de amplificacion gen DEMETER. A) Condiciones de amplificacion B) MT. Marcador
de tamafio, 1. PCR gen DEMETER a 55°C, 2 PCR gen DEMETER a 58, 3 PCR gen DEMETER fragmento 416
pb.
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IV. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante los alineamientos de secuencias de AmROS1 con las
desmetilasas encontradas en Arabidopsis thaliana, arroz, cebada, trigo y sorgo, se encontro
que AmROS1 conserva las regiones caracteristicas de la familia, como el dominio
endonucleasa 11, el dominio de union a hierro y azufre, CXXC, RRM_DME, dominios
propios de la familia DEMETER-LIKE.

Los resultados obtenidos mediante los alineamientos de secuencias de AmSPL12 con las
SPL12 reportadas en Arabidopsis thaliana y arroz, muestran la presencia de dos dominios
especificos que se detectan en proteinas similares a la familia SPL como es el caso del

dominio SBP (Dominio de unién a Squamosa) y un dominio transmembrana.

Mediante el anélisis de la expresion relativa de AmROS1 en hoja, tallo, tépalo, gineceo, 6vulo
antes de fecundacion y évulo después de fecundacion se obtuvo que AmROS1 se expresa mas
en tépalo y 6vulo antes de fecundacion esto confirmando el fenotipo de la mutante de rosl
en Arabidopsis thaliana y podria ser importante en etapas de diferenciacion del gametofito

femenino.

La expresion relativa del gen AmSPL12 mediante analisis de RT-PCR tiempo real en
diferentes tejidos florales y muestra mayor expresion en tépalo, 6vulo antes de la fecundacién
y tallo, estos resultados comprueban el fenotipo mutante de spl12 donde los tejidos florales
como sépalos se desarrollan en estadios tempranos, en tallo se ha descrito que las SPL
pertenecientes a la clase 2 estan involucrados en el desarrollo de tallo y raiz, y para el 6vulo
antes de fecundacion aun no se ha descrito la participacion de SPL12 en este tejido, esto
sugiere que AmSPL12 podria ser importante en las etapas de diferenciacién del gametofito

femenino.
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V. PERSPECTIVAS

Realizar los analisis de expresion durante el desarrollo 6vulo mediante la técnica de

hibridacion in situ para ambos genes.

Generar lineas de Arabidopsis thaliana sobrexpresantes de los genes de amaranto AmMROS1
(35S:AmROS1) y AmSPL12 (35S:AmSPL12) y analizar complementacion de la mutante

enddgena de Arabidopsis, para complementar el analisis funcional.

Analizar el patron de expresion de DEMETER en la linea sobreexpresante de 35S:AmROS1

y 35S:AmSPL12, asi como otros genes relacionados.
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VIlI. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

1 semestre 21 semestre 3 semestre 4 semestre
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= = & 3 3 : ; = = = & 5 3 :
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Siembra de Amaranto X X X X X X X X X
Elaboracion de protocolo X
Disefio de Oligonucleotidos X X X
Extraccion de ARN X X i X
Real-Time PCE. X X X
Diseflo de sonda X
Hibridaciones in situ p: 4 X X X .S X
Ligacion en pGEM e X X
Siembra de Arabidopsis thaliana X X X X X X
Transfromacion con Agrobacterium tumefaciens X X X
Analisis de Fenotipo X X X X
Presentacion del protocolo X X X
Revizion de Tesis X X X X
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VI1Il. APENDICE

APENDICE A

A.1 Extraccion de ARN: Método del TRIzol® Reagent.

Preparacion del material

a)

b)

c)

d)

Preparar una solucién de dietilpolicarbonato (DEPC) 0.1% en etanol absoluto y dejar
en agitacion toda la noche. Cerrar el frasco perfectamente.

Sumergir en esa solucién todo el material que estara en contacto con la muestra de
extraccion de ARN (puntas para pipetas, tubos eppendorf, tubos para PCR, mortero
y pistilo, camara de electroforesis, espatula). Cubrir los recipientes con papel
aluminio para evitar la volatilizacion del etanol y dejar en tratamiento por 24 horas.
Recuperar la solucién de DEPC. Escurrir y dejar volatilizar el etanol restante del
material hasta que esté completamente seco.

Esterilizar el material tratado con DEPC y usarlo para la extraccion de ARN.

Protocolo de extraccion de ARN

1.

2.

3.

En un mortero estéril y congelado con Nitrdgeno liquido (N2), colocar el tejido de la
planta (no debe exceder mas del 10% del volumen de TRIzol a utilizar) y adicionar
N2 en exceso. Ya evaporado el N2 pulverizar perfectamente el tejido congelado
evitando que se descongele. Si es necesario, agregar mas N2. Transferir el tejido
pulverizado a un tubo eppendorf tratado con DEPC, estéril y congelado.

Agregar ImL de TRIZOL e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugar a
12000 rpm por 10 minutos a 4°C. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio e
incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada 1mL de TRIZOL adicionado. Agitar por
inversion lenta por 15 segundos e incubar 3 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 12 000rpm por 15 minutos a 4°C (la fase acuosa contiene el ARN).
Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar 0.5 mL de isopropanol frio por
cada 1 mL de TRIZOL adicionado. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante.
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5. Lavar 2 veces la pastilla con 1mL de etanol al 75% por cada 1mL de TRIZOL. Agitar
suavemente y centrifugar a 7 500 rpm por 5 minutos a 4°C.

6. Voltear el tubo sobre una sanita y dejar secar la pastilla por 15 minutos evitando que
seque completamente.

7. Disolver el ARN en 15 pL de agua destilada estéril libre de RNasas (agua estéril con
DEPC). NO SE PIPETEA, DEJAR QUE SE DISUELVA SOLO.

8. Calentar a 55-60°C por 10 minutos y de inmediato poner en hielo.

9. EI producto de la reaccién se podra analizar en un gel de agarosa desnaturalizante
(DEPC) al 1.2 %.

10. Utilizar de inmediato para la sintesis de cDNA o almacenar a -70°C.
A.2 Hibridacion in situ

Preparacion de portaobjetos y cubreobjetos

Remojar portaobjetos en acido nitrico concentrado durante 30 min.

Lavar durante al menos 1 h en varios cambios de agua destilada y luego drenar
Envolver durante 15 minutos en acetona y luego drenar.

Envolver en papel de aluminio y calentar en placa de calentamiento a 180 ° C
durante> 2 Hr.

5. Cuando los portaobjetos estén secos afiadir 4 uL de poli-L-lisina (1 mg / mL en agua
esterilizada en autoclave) y dibujar en una pelicula sobre el portaobjetos usando un
cubreobjetos. Si no se forma una pelicula, a continuacién, las diapositivas no estan lo
suficientemente limpia, trate de lavar de nuevo en acetona fresca.

6. Deje los portaobjetos en placa de calentamiento 42 ° C durante la noche para que se
sequen, luego guardelos en una caja.

7. Para preparar cubreobjetos, lavar en acetona durante 15 minutos. y calentar como el
portaobjeto

e

Corte de tejido

Cortar el blogue de cera a una forma trapezoidal, dejando alrededor de 2 mm de cera
alrededor el tejido (mas de esta no ayudard a seccionar, y dara a un menor nimero de

secciones por portaobjetos)

Montar el bloque de tal manera que la mas larga de las dos caras paralelas es en la parte
inferior (es decir. es el primero en golpear la cuchilla).
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Cortar las cintas de la seccion a 7 -10um espesor. Flotador en agua estéril sobre portaobjetos

recubiertos a continuacién, colocar en 42 ° C placa de calentamiento durante unos minutos

hasta que la cinta se aplane. Escurra el exceso de agua, y presiona con el tejido objetivo.

Dejar en la placa de calentamiento durante la noche para que seque.

Etiguetado de sondas.

1. Configurar las reacciones en el banco (no en hielo)
Mezcla de reaccion:

9.5 pl dH20

2.5 ul 10 X T7 buffer
1 pl RNAse inhibidor
2.5 pl 5mM ATP

2.5 pl 5mM GTP
2.5yl 5mM CTP
2.5yl ImM DIG-UTP
1 pl de ADN (1-0,5 g)
1 pl T7 polimerasa

2. Incubar durante 40 minutos a 37 ° C.
3. Para detener la reaccién anterior:

75 pl 1 MS.
2 pl tRNA (100 mg / ml).
1 pl de DNasa (libre de RNasa).

4. Incubar durante 10 minutos. a 37 ° C.
Precipitado agregar

100 pl 3.8M NHJAc.
600 pul EtOH (frio).

6. -20 ° C durante la noche (o 10 minutos. En hielo).

7. Centrifugar 10 minsa 4 ° C (13.000 a 15.000 rpm).

8. 100-200 pl de 70% de EtOH / NaCl 0,15 M (hielo).

9. Centrifugar y eliminar el sobrenadante, secar al aire a temperatura ambiente.
10. Resuspender en 50 pl de H2O (estéril).

11. Afadir 50 pl de solucién reguladora de carbonato 200 mM de pH 10.

12. Incubar a 60 ° C hasta precipitar.

13. Almacenar a -20 ° C durante 2 h.

14. Centrifugar, lavar y secar.

15. Resuspender en 50 ul de TE.
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Cronograma de hibridacion in situ

Primer dia:

3

TRATAMIENTO PREVIO DE TEJIDO
1. Preparar las siguientes soluciones (comience con el paraformaldehido) utilizando

el cilindro de vidrio se enjuaga con el agua esteéril.
Use agua destilada estéril para todas las soluciones antes del tratamiento con
RNasa. Para medir volumenes menores a 50 pl. Los volumenes son suficientes
para dos estantes de portaobjetos. Ponga las soluciones:

— Histoclear 1y 2

— 100% de etanol y 2

Tabla 17 Soluciones para tratamiento previo del tejido.

100% 85%de H20

de solucion

etanol salina

- 95% de etanol (300 ml): 285ml 30 ml 15 ml
- 85% de etanol, 0,85% de solucion 255ml 30 ml 15 ml
salina(300 ml):
- 50% de etanol, 0,85% de solucion 150 ml 30 ml 120 ml
salina (300 ml):
- 30% de etanol, 0,85% de solucion 90Oml  30mi 180
salina (300 ml):
- 0,85% de solucidn salina (300 ml): - 30 ml 270 ml
— PBSy 2 (300 ml cada uno):
10 XPBS 2x 30ml
H20 2x 270 ml
— Pronasa 0,125 mg / ml en buffer pronasa (300 ml):
20x buffer Pronasa 15 ml
H20 2x 284ml
Pronasa de stock 40 mg / ml (frio) 1ml
— Glicina 0,2% en PBS (300 ml)
10x PBS 30ml
H.O 264ml
Glicina de almacén 10% (frio) eml
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4% de para formaldehido en PBS (300 ml):
10x PBS 30mi

H.O 270 ml
Paraformaldehido 12g
Anhidrido acéticoen 0,1 M de trietanolamina pH 8 (600 ml):

trietanolamina 2M 30ml
H.O 570ml
anhidrido acético 3ml

2. Cologue los portaobjetos en placas de acero inoxidable y pase por las

soluciones:
Campa de extraccion Histoclear 1 10'
Cubierta Histoclear 2 10'
100% de etanol 1 1
100% de etanol 2 30"
95% de etanol 30"

Campa de extraccion

Cubierta

85% de etanol, 0,85% de 30"
solucion salina
50% de etanol, 0,85% de 30"
solucion salina
30% de etanol, 0,85% de 30"
solucion salina

0,85% de solucién salina 2'

PBS 1 2'
Pronasa 10'
Glicina 2'
PBS 1 2'
Paraformaldehido 10'
PBS 1 2'
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PBS 2 2'

Campa de extraccion Anhidrido acético 10

Cubierta PBS 2 2

0,85% de solucion salina 2'

3. Deshidratar el tejido a traves de lavados con etanol (30% hasta el 100%).

A.3 Transformacion de células quimicamente competentes de Escherichia coli (DH5a)

1
2
3

© 00 N O

10

11

Se descongelaran las células (50 pL) por 5 min en hielo.

Se centrifugaré el producto de ligacion brevemente

Se adicionaran 2 pL de producto de ligacion a la alicuota de células, se mezclara
suavemente.

Posteriormente se incubaré el tubo en hielo por 30 min.

Concluidos los 30 min se realizaré el choque térmico a 42 °C durante 45 seg en
termoblock.

Se incubara nuevamente el tubo en hielo durante 2 min.

Se adicionaran 250 pL de medio SOC a4 °C

Se incubaran en agitacion (250 rpm) a 37 °C durante 1 h.

Antes de cumplirse el tiempo de incubacion se afiadiran los reactivos de seleccion
a cajas Petri con agar LB y ampicilina (concentracion final de 50 pg/mL), se
esparciran con una varilla de vidrio, 12.5 uL de IPTG (100 mM) y 10 pL de X-gal
por toda la superficie del agar y se incubaré la caja durante 30 min a 37 °C.

Se sembraran las células en la caja Petri suavemente para evitar dafio celular y se
incubaran durante 16 h a 37 °C.

Se observara el crecimiento de colonias blancas y azules, siendo las blancas las de

interés.

72



A.4 Extraccion de ADN plasmidico

Una vez que se haya picado aquellas colonias de color blanco se deja incubando en tubos
Falcon en caldo LB durante 16 h. Una vez que se observe crecimiento o densidad celular se

Ilevara a cabo la extraccion de ADN plasmidico.

1. Se etiquetaran tubos Eppendorf de manera que permita identificar cada colonia y su
respectivo tubo Falcon.

2. Bajo condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar se vaciaran 1.5 mL de
cultivo de los tubos Falcon a los tubos Eppendorf y se centrifugard a 13 000 rpm
durante 5 min. Se desechara el sobrenadante y se rellenaran los tubos con cultivo,
repitiéndose este paso 3 veces en total.

3. Se adicionaran 250 uL de solucion de suspension P1 a la pastilla 'y se agitaran en Vortex
hasta homogeneidad.

4. Se adicionard 250 pL de solucion de lisis P2, se mezclara por inversion 5 veces e
incubaré a temperatura ambiente durante 5 min.

5. Se afadiran 350 pL de solucién de neutralizacion P3, se mezclaran los tubos por
inversion 5 veces y se incubaran por 5 min.

6. Se centrifugaran los tubos a 13 000 rpm durante 15 min y se transferiran 750 pL
aproximadamente del sobrenadante a un tubo nuevo y estéril con ayuda de una
micropipeta para evitar contaminacion con la proteina precipitada.

7. Se agregara a cada tubo una cantidad de isopropanol igual al sobrenadante recuperado,
se homogenizaran por inversion e incubaran a temperatura ambiente durante 15 min.

8. Se centrifugarén a 13 000 rpm por 15 min

[{e]

. Se retirara el sobrenadante y se agregaran 500 pL de etanol al 70 %. Se homogenizara
la pastilla por medio de vortex y se centrifugaran a 13 000 rpm durante 5 min.
10. Se descartara el sobrenadante y se secaran las pastillas a temperatura ambiente
colocando los tubos de manera un poco inclinados por 1 h.
11. A cadatubo se agregaran 20 pL de agua destilada esteril.
12.  Se comprobaran las extracciones mediante una electroforesis en gel de agarosa al

1.2 % y se almacenara el ADN restante a -20°C.
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A.5 Transformacion de Arabidopsis thaliana por el método de infiltracion floral.

La clona de A. thumefaciens que contiene la construccion, se pone a crecer en 50 mL de LB
adicionado con los siguientes antibidticos Rifampicina (50mg /mL), Streptomicina (100
mg/mL) y el antibiotico de la construccién Kanamicina (50 mg/mL) a una temperatura de
28°C y 250 rpm durante 24 h. Este cultivo se utilizd para inocular 500 mL de medio LB
adicionando con los mismos antibi6ticos de seccion, se incuba a 28°C y 250 rpm durante 24
h. Una vez pasado este tiempo el cultivo se centrifuga a 12000 rpm durante 5 min con la
finalidad de obtener la pastilla celular. La pastilla obtenida se resuspende en 500 mL de

medio de infiltracion, cuya composicion es la siguiente:
Sales MS 2.2 g/L
Sacarosa 5% (p/v)
Silwete 77 0.02% (v/v)

Preparado el medio de infiltracidn, se sumergen las plantas de A. thaliana que ya presenten
botones teniendo cuidado de que el medio tenga constante agitacion. Las plantas permanecen
sumergidas durante 1 min y posteriormente se colocan en una posicién horizontal. Las
plantas se cubren con una bolsa de plastico y se colocan alejadas de la luz por 24 h. Al dia
siguiente las plantas se colocan en posicion vertical, se les retira la bolsa y se colocan en la
camara de crecimiento a una temperatura de 22°C y en fotoperiodo 12 h luz y 12 h oscuridad.
Las plantas se riegan con agua destilada estéril.
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